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Wystepowanie antybiotykow w zywnosci
— aspekty prawne i analityczne
kontroli pozostatosci
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Andrzej Posyniak The aim of this paper was to present the current status
of regulatory and analytical measurements of antibi-
otic residues in human food of animal origin. Antibi-
otic residues are considered as a serious pollution in
public health surveillance. It is essential for the safety
of human populations and professional reputation of
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powstawania w organizmie ludzkim leko-

Wsp(’)lczesna medycyna weterynaryj-
na dysponuje naturalnymi lub po6t-
syntetycznymi antybiotykami i syntetycz-
nie otrzymywanymi substancjami wykazu-
jacymi rézny mechanizm i zakres dziatania
przeciwbakteryjnego. Ta mozliwos¢ uzy-
skania réznorodnych efektéw terapeutycz-
nych wynika z faktu, ze obecnie w prakty-
ce weterynaryjnej stosowane sa [3-laktamy
(penicyliny i cefalosporyny), tetracykliny,
makrolidy i azalidy, linkozamidy i pleuro-
mutyliny, aminoglikozydy i aminocyklito-
le, amfenikole, peptydy i jonofory. Nato-
miast syntetycznymi chemioterapeutykami
wykazujacymi dzialanie przeciwbakteryj-
ne sa sulfonamidy, chinolony, nitrofurany
i nitromidazole. Mimo ze pochodzenie an-
tybiotykéw i chemioterapeutykdw jest roz-
ne, to jednak ze wzgledu na zakres dzia-
tania do$¢ czesto okresla sig je wsp6lnym
mianem substancji przeciwbakteryjnych,
ale pojawia si¢ réwniez synonim ,,antybio-
tyki” dla wszystkich substancji wykazuja-
cych dzialanie skierowane przeciwko bak-
teriom chorobotwdrczym.

Skuteczna i bezpieczna antybiotykote-
rapia uzalezniona jest od wzajemnych za-
leznosci zachodzacych pomiedzy drobno-
ustrojami wywolujacymi zakazenie, orga-
nizmem zwierzecym oraz zastosowanym
lekiem przeciwbakteryjnym, ktéry z jedne;j
strony dziala na bakterie, ale z drugiej ule-
ga oddzialywaniom wywieranym przez or-
ganizm zwierzecy. Z punktu widzenia efek-
tywnosci dzialania istotne jest, aby anty-
biotyk jak najdluzej i w jak najwyzszych
stezeniach pozostawal w organizmie zwie-
rzecym, w szczegolnosci w miejscu zakaze-
nia. O ilosciach leku, ktére przechodza do
organizmu zwierzecego oraz o czasie utrzy-
mania si¢ efektywnego stezenia decyduja
wlasciwosci fizykochemiczne, a w zwlasz-
cza lipofilno$¢, postac i droga podania, ale
réwniez gatunek zwierzat (1, 2, 3).

Jednak antybiotyki, pozostajac w tkan-
kach i narzadach zwierzat oraz ich pro-
duktach — mleku, jajach i miodzie, staja sie
potencjalnym zrédtem niekorzystnych od-
dzialywan na zdrowie konsumentéw zyw-
nosci pochodzenia zwierzecego (4). Okazu-
je sie¢ bowiem, ze nawet male dawki anty-
biotykéw przyjmowane z Zywnoscia przez
dluzszy okres moga przyczynia¢ sie¢ do
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opornych szczepéw bakteryjnych. Ponadto
moga by¢ wywolywane reakcje alergiczne
lub tez zaburzenia w prawidtowym funk-
cjonowaniu tkanek lub narzadéw (dziata-
nie mutagenne i kancerogenne).

Wystepowanie niezgodnych z przepi-
sami pozostalosci jest konsekwencja nie-
respektowania zasad dobrej praktyki ho-
dowlanej lub tez dobrej praktyki weteryna-
ryjnej. Najczesciej stwierdzang przyczyna
wystepowania niezgodnych z przepisami
stezen antybiotykdéw w zywnoéci jest nie-
przestrzeganie czaséw karencji, niezgodne
ze wskazaniami dawkowanie weterynaryj-
nych produktéw leczniczych oraz stosowa-
nie lekéw (wbrew zaleceniom) u tych ga-
tunkéw zwierzat, dla ktérych nie sg prze-
znaczone.

W celu ochrony zdrowia konsumentéw
Unia Europejska, jak réwniez inne orga-
nizacje miedzynarodowe, wydajac liczne
dyrektywy $ciéle reguluja uzycie antybio-
tykéw u zwierzat, ktérych produkty prze-
znaczone sg do konsumpcji. Miedzy inny-
mi wprowadzono zakaz stosowania anty-
biotykowych stymulatoréw wzrostu, nie
przedtuzono autoryzacji do dalszego sto-
sowania lekom wykazujacym silne dzia-
fania toksyczne, wprowadzono obowia-
zek systematycznej kontroli pozostalosci
antybiotykéw w produktach spozywczych.

W artykule zostang przedstawione prze-
pisy prawne regulujace zasady kontroli
pozostalo$ci antybiotykéw stosowanych
u zwierzat, ktérych produkty przeznaczo-
ne sa do konsumpcji przez ludzi, organi-
zacje kontroli pozostalosci antybiotykéw
oraz wymagania, jakie powinny spelnia¢
techniki analityczne umozliwiajace uzy-
skanie wiarygodnej oceny zawartosci an-
tybiotykéw w produktach spozywczych.

Regulacje prawne

Ochrona zdrowia konsumenta przed szko-
dliwym oddzialywaniem pozostalosci od-
bywa sie poprzez wyznaczanie najwyzszych
dopuszczalnych limitéw pozostaltosci (ma-
ximum residue limit — MRL) dla lekéw
weterynaryjnych, ktére wraz z produkta-
mi pochodzenia zwierzecego moga dosta-
wac sie do taricucha pokarmowego ludzi.

veterinarians practicing food animal medicine, that
antibacterial withdrawal times are observed. The res-
idues of antibiotics and other drugs may arise from
improper use of licensed products and/or from the
illegal use of non-authorized substances. Analysis of
drug residues is required, therefore maximum resi-
due limits (MRLs) and methods for food analysis have
been established in EU. For regular food safety con-
trol liquid chromatography-tandem mass spectrome-
try is recommended. This review gives indications for
the results interpretation in accordance with EU law.

Keywords: antibiotics, residues, food analysis.

Warto$¢ MRL wyznaczana jest w wyniku
szacowania ryzyka (risk assessment), kie-
dy w oparciu o wielokierunkowe badania
toksykologiczne ustala si¢ najwyzsza daw-
ke, ktéra nie wywoluje szkodliwych skut-
kéw (no observable adverse effect level —
NOAEL). W oparciu o warto§¢ NOAEL
wyznaczane jest akceptowane dzienne
pobranie (acceptable daily intake — ADI),
ktére nastepnie stuzy do wyliczenia warto-
$ci MRL. W konsekwencji tylko leki maja-
ce wyznaczone warto$ci MRL w jadalnych
cze$ciach zwierzat (miesnie, nerki, watro-
ba, tluszcz) oraz w mleku, jajach i w mio-
dzie moga by¢ stosowane u zwierzat, kto-
rych produkty sa przeznaczane do kon-
sumpcji przez ludzi.

Do niedawna w krajach Unii Europej-
skiej obowigzywalo rozporzadzenie Rady
2377/90, ktére opisywalto procedury wy-
znaczania MRL weterynaryjnych produk-
tow medycznych w zywno$ci pochodzenia
zwierzecego. Rozporzadzenie zawieralo
warto$ci MRL dla beta-laktamdw, tetra-
cyklin, makrolidéw, amfenikoli, linkoza-
midéw, pleuromutylin, aminoglikozydéw,
fluorochinolondéw i sulfonamidéw. Sposréd
substancji majacych wlasciwosci przeciw-
bakteryjne autoryzacji nie uzyskaly nitro-
furany, nitroimidazole i chloramfenikol, dla
ktérych to substancji ze wzgledu na silne
dziatania toksyczne (kancerogenne), nie
ustalono warto$ci ADI, a w dalszej kon-
sekwencji wartosci MRL (substancje ze-
brano w zafaczniku 4 regulacji 2377/90).
W zwigzku tym stosowanie nitrofura-
ndéw, nitroimidazoli i chloramfenikolu
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u zwierzat, ktérych produkty przezna-
czone sa do konsumpgji przez ludzi, jest
prawnie zabronione, za$ wykrycie i nastep-
nie potwierdzenie ich obecnosci w bada-
nych produktach spozywczych wigze sie
z uruchomieniem okreslonych dziatan ad-
ministracyjnych.

Obecnie regulacja 2377/90 zostala za-
stgpiona przez rozporzadzenie Parlamen-
tu Europejskiego i Rady 470/2009 (6 maja
2009 r.), natomiast aktualny wykaz lekéw
weterynaryjnych z podanymi warto$ciami
MRL oraz matrycami biologicznymi i ga-
tunkami zwierzat, dla ktérych te warto-
$ci ustalono zostal zebrany w tabeli 1 roz-
porzadzenia Komisji 37/2010 (22 grudnia
2009 r.), natomiast substancje bez auto-
ryzacji zebrano w tabeli 2 tego rozporza-
dzenia.

W tym miejscu nalezy zwrdci¢ uwage
na fakt, ze nie dla wszystkich lekéw prze-
ciwbakteryjnych stosowanych w prakty-
ce weterynaryjnej wyznaczono wartosci
MRL dla wszystkich gatunkéw zwierzat
lub dla wszystkich tkanek i narzadéw, lub
produktéw zwierzecych. Miedzy inny-
mi warto$ci MRL nie zostaly wyznaczone
dla doksycykliny w mleku i jajach, dla sul-
fonamidéw i fluorochinolonéw w jajach,
nie ma takze MRL dla lekéw przeciwbak-
teryjnych w miodzie. Brak warto$ci MRL
dla wymienionych lekéw w mleku, jajach
czy miodzie moze wynikac z faktu, ze sub-
stancje te fatwo przechodza do tych pro-
duktéw w duzych ilosciach i pozostaja
tam przez do$¢ dlugi czas, czesto trudny
do ustalenia. W zwiazku z tym stosowa-
nie tych lekéw u kur niosek, kréw mlecz-
nych czy tez pszczol jest zabronione, a wy-
krycie obecnosci lekéw w produktach, dla
ktérych nie wyznaczono MRL, wiaze sie ze
wszczeciem postepowania podobnego, jak
dla wspomnianych nitrofurandéw, nitroimi-
dazoli czy tez chloramfenikolu.

Dyrektywa Rady 96/23 jest przewod-
nikiem zawierajacym procedury okresla-
jace zasady prowadzenia kontroli pozosta-
tosci lekéw weterynaryjnych. Wedlug tej
dyrektywy substancje z zalacznika 4 roz-
porzadzenia 2377/90 (obecnie tabela 2
rozporzgdzenia Komisji 37/2010) zosta-
ly zaszeregowane razem z substancjami
o charakterze anabolicznym do grupy A,
a doktadniej do podgrupy A6. Natomiast
wszystkie leki przeciwbakteryjne zostaly
wlaczone z innymi lekami i substancjami
skazajacymi srodowisko do grupy B, w kt6-
rej tworza samodzielna podgrupe B1 (za-
facznik 2 dyrektywy 96/23).

Zaszeregowanie badanych substancji
do okreslonej grupy wedlug dyrektywy
96/23 okresla wymagania, jakie powinny
spelnia¢ metody sluzace do wykrywania
i potwierdzania obecnosci antybiotykéw.
W badaniu pozostatosci lekéw zebranych
w grupie Bl oznaczenia wykonywane sa

w jadalnych cze$ciach zwierzat — watrobie,
nerkach i migsniach. Szczegélnie przydatne
do badan kontrolnych sg watroby i nerki,
w ktérych leki moga wystepowaé w znacz-
nie wyzszych stezeniach niz w mies$niach.
Ponadto pobierane sa produkty zwierze-
ce — mleko, jaja i miéd. W kontroli pozo-
stalosci tych lekéw stosowane sa techniki
analityczne, ktére umozliwiaja wykrycie,
identyfikacje i potwierdzenie obecnosci
w stezeniach odpowiadajacych przynaj-
mniej polowie warto$ci MRL leku. Odstep-
stwo od tej zasady nastepuje, gdy analizo-
wana jest substancja z grupy B1, dla kt6-
rej nie ma wyznaczonego MRL dla danej
matrycy. Wéwczas obowiazuje toleran-
cja ,zero” i w tym przypadku stosowane
sa techniki analityczne, ktére wykrywaja
i potwierdzajg ich obecno$¢ w jak najniz-
szych stezeniach.

O wiele bardziej ztozona jest kontrola
pozostalosci substancji zebranych w grupie
A6 (chloramfenikol, nitrofurany i nitroimi-
dazole), ktéra prowadzi sie po przyzycio-
wym pobraniu prébek krwi, moczu, siersci
oraz probkach paszy i wody, w materiale
pobieranym w rzezni od ubijanych zwie-
rzat (mieénie, nerki, watroba), jak réwniez
w mleku, jajach i miodzie. Poniewaz dla ni-
trofuranéw, nitroimidazoli i chloramfeni-
kolu obowiazuje tolerancja ,zero” w anali-
zie tych substancji stosowane sg techniki
analityczne, ktére maja mozliwos¢ wykry-
cia i potwierdzenia ich obecnosci w moz-
liwie jak najnizszych stezeniach. Jednak
laboratoria zajmujace sie kontrola pozo-
stato$ci moga mie¢ rézne mozliwosci apa-
raturowe, a tym samym z rézng sprawno-
$ciag moga analizowac¢ substancje z grupy
A6, a to moze prowadzi¢ do komplikacji,
szczeg6lnie w miedzynarodowym obrocie
produktami zywnosciowymi. W zwiazku
z tym dla metod stosowanych w kontroli
pozostalosci tych substancji wprowadzono
pojecie: minimalny wymagany limit spraw-
noéci (minimum required performance
limit — MRPL), czyli najmniejszego steze-
nia, ktére powinno by¢ wykryte i potwier-
dzone. Warto$¢ MRPL, jak dotad, zostala
wyznaczona dla chloramfenikolu (0,3 pg/
kg) i metabolitéw nitrofuranéw (1 ug/kg).

Wymagania w zakresie sprawnosci me-
tod stosowanych w kontroli pozostatosci
zywno$ci pochodzenia zwierzecego okre-
$lone zostaly w decyzji Komisji 657/2002,
ktéra w miejsce granicy wykrywalno$ci
i granicy oznaczalno$ci wprowadzita po-
jecie limitu decyzyjnego (CCa) i zdolnosci
wykrywania (CCb). CCa definiowane jest,
jako ,stezenie, ktore z btedem prawdopo-
dobienistwa a moze by¢ uznane, jako nie-
zgodne” Natomiast CCb definiowane jest
jako ,najmniejsze stezenie substancji, ktéra
moze by¢ zidentyfikowana i/lub oznaczo-
na ilo$ciowo z prawdopodobienistwem b”.
W b% przypadkach prébki niezgodne beda

klasyfikowane jako zgodne, a tym samym
beda dawac falszywie negatywne wyniki.

Przy wyznaczaniu wartosci tych para-
metréw wymagane jest, aby metody stu-
zace do wykrywania i oznaczania sub-
stancji zakazanych (chloramfenikol, ni-
troimidazole i metabolity nitrofuranéw)
lub lekéw przeciwbakteryjnych, dla kté-
rych nie wyznaczono warto$ci MRL mia-
ty wartos$ci dla CCa i CCb nizsze od war-
to$ci MRLP lub innych limitéw decyzyj-
nych. Natomiast dla metod stosowanych
do wykrywania i oznaczania lekéw prze-
ciwbakteryjnych z ustalonymi warto$cia-
mi MRL parametry te maja warto$ci wyz-
sze od limitéw decyzyjnych.

Wymagania
stawiane przed metodami analitycznymi

Przy doborze metod stuzacych do kontro-
li pozostatosci lekéw przeciwbakteryjnych
jest do$¢ duza dowolnosé, ale wymagane
jest, aby posiadaly one sprawno$¢ anali-
tyczng, dajaca gwarancje uzyskania wia-
rygodnych wynikéw. Wybér odpowiedniej
dla badan pozostalosci metody zalezy od
rozwigzywanego problemu i koniecznosci
osiggniecia zamierzonego celu (5).
Tradycyjnie mikrobiologiczne testy
przesiewowe stosowane sa w badaniach
kontrolnych pozostatosci lekéw przeciw-
bakteryjnych w zywnosci (6). Dzieki pro-
stocie oraz niskim kosztom wykonania przy
uzyciu tych testéw mozliwe jest dokonanie
w bardzo krétkim czasie oceny, czy w ba-
danych prébkach znajduja sie jakie$ sub-
stancje hamujace wzrost testowych szcze-
péw bakteryjnych (wynik dodatni), czy tez
jest to material wolny od substancji hamu-
jacych (wynik ujemny). Jednak tego typu
testy nie daja jednoznacznego okreélenia,
czy substancja powodujaca zahamowanie
wzrostu bakterii jest antybiotykiem, a jesli
jest to antybiotyk, czy wystepuje on w ste-
zeniach zgodnych z obowigzujacymi unor-
mowaniami prawnymi, czy tez nie. A tylko
pelna wiedza w tym zakresie, a wiec okre-
$lenie, jakie substancje przeciwbakteryjne
i w jakich stezeniach wystepuja, pozwala
podjac ostateczne decyzje administracyjne
w stosunku do badanego materiatu, w kté-
rym wcze$niej wykryto obecno$¢ substan-
¢ji hamujacych. Uzyskanie tych informa-
¢ji i w konsekwencji podjecie okreslone-
go postepowania mozliwe jest dopiero po
wykonaniu analiz potwierdzajacych, kté-
re umozliwiaja wykluczenie lub tez po-
twierdzenie obecnosci antybiotykéw oraz
okreélone ich stezen. Pelna i wiarygod-
na informacja o wykrytym antybiotyku
mozliwa jest po zastosowaniu do badan
technik chromatograficznych, ktére po-
faczone z réznymi systemami wykrywa-
nia pozwalaja na wykonanie badan jako-
$ciowych (identyfikacja) oraz ilociowych
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(potwierdzanie). Ponadto zastosowanie
technik chromatograficznych w analizie
pozostalosci lekéw daje mozliwo$é okre-
$lenia czy w badanych prébkach, oprécz
substancji macierzystych wystepuja réw-
niez produkty przemian metabolicznych;
takich mozliwo$ci nie majg ani testy mi-
krobiologiczne, ani tez testy ELISA.

Chromatografia, jako technika rozdzia-
tu znana jest od ponad stu lat i obecnie jest
podstawowg technikg w analizie substan-
cji organicznych, w tym réwniez pozosta-
tosci lekéw weterynaryjnych w zywnosci
pochodzenia zwierzecego. W kolejnych
etapach rozwoju pojawily sie 3 rézne chro-
matograficzne techniki analityczne: cien-
kowarstwowa, gazowa i cieczowa. Przy-
datnos¢ chromatografii cienkowarstwowej
lub gazowej do wykrywania pozostalo$ci
lekéw w zywnosci opisano juz dos¢ daw-
no (7). Jednak obecnie chromatografia cie-
czowa, dzieki swoim wlasciwo$ciom stata
sie technika dominujaca w analizie pozo-
stalosci lekéw. W klasycznej analizie po-
zostalo$ci lekéw weterynaryjnych chro-
matografie cieczowa najczesciej taczy sie
detektorami UV wykorzystujacymi zdol-
no$¢ pochtaniania §wiatfa ultrafioletowe-
go przez analizowang substancje lub detek-
torami fluorescencyjnymi (FLD) wykorzy-
stujacymi naturalna fluorescencje leku lub
tez pochodnej otrzymanej w wyniku syn-
tezy. Jednak coraz czesciej do potwierdza-
nia obecnosci lekéw przeciwbakteryjnych
w zywnos$ci stosowana jest spektrometria
mas (MS), ktéra umozliwia nie tylko wy-
krycie obecnosci analizowanego zwiazku
chemicznego, lecz réwniez okreslenie jego
struktury (8, 9, 10).

Klasyczne techniki detekcji nie maja
mozliwosci tak pelnej identyfikacji, po-
nadto zastosowanie spektometrii mas daje
mozliwo$¢ jednoczesnego analizowania
wielu réznych grup lekéw przeciwbak-
teryjnych, podczas gdy klasyczne sposo-
by pozwalaja na jednoczesna analize jed-
nej lub co najwyzej dwéch grup substancji
przeciwbakteryjnych. Rozwoj spektrome-
trii mas oraz wykazywanie jej przydatnosci
w analizie lekéw weterynaryjnych sprawia,
ze jest ona coraz cze$ciej wykorzystywa-
na nie tylko w do badan substancji z grupy
A6, ale tez i weterynaryjnych lekéw prze-
ciwbakteryjnych (grupa B1).

Oprécz wspomnianych powyzej kryte-
riach decyzja 657/2002/EC okresla wyma-
gania dla metod potwierdzajacych, sa to
tzw. punkty identyfikacyjne. Dla substan-
¢ji z grupy A6 wymagane jest, aby zasto-
sowana technika analityczna miata przy-
najmniej 4 punkty, natomiast dla metody
stosowanej w analizie lekéw z grupy Bl
wymagane sa 3 punkty. Uzycie do anali-
zy chromatografii cieczowej w potaczeniu
z detektorami UV lub FLD, umozliwia uzy-
skanie 1 punktu, natomiast zastosowanie
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chromatografii cieczowej potaczonej ze
spektrometrem mas (LC-MS) pozwala na
uzyskanie 3, a nawet 4 punktéw identyfi-
kacyjnych.

Uzycie okreslonej techniki analitycznej
daje konkretne korzysci, ale tez ma okre-
$lone ograniczenia. Do$¢ istotnym ogra-
niczeniem w wykonaniu analiz przy za-
stosowaniu technik chromatograficznych
jest konieczno$¢ odpowiedniego przygo-
towania prébek. Oznaczenia pozostalosci
lekéw przeciwbakteryjnych wykonywane
sa w mie$niach, mleku, jajach lub miodzie,
ktdre, oprocz miodu, bogate sa w bialka
(od 3 do 20%). Zas wszystkie stosowane
w praktyce weterynaryjnej leki wykazuja
powinowactwo do biatek, z ktérymi two-
rza silne wigzania. Ponadto niektédre leki,
jak chociazby tetracykliny czy fluorochi-
nolony, maja wlasciwo$¢ tworzenia silnych
komplekséw z dwu- lub tréjwarto$ciowy-
mi jonami metali wystepujacymi w matry-
cy biologicznej (11, 12). W zwiazku z tym
w trakcie przygotowania prébek stosuje
sie rézne rozwiazania prowadzace do wy-
izolowania leku i oddzielenia ich od sklad-
nikéw matrycy biologicznej. Przygotowa-
nie prébek do badan jest istotnym elemen-
tem kazdego postepowania analitycznego,
gdyz moze mie¢ wplyw na wiarygodnos¢
i uzyskiwanie falszywie dodatnich lub tez
falszywie ujemnych wynikéw.

Analiza wystepowania
pozostatosci lekéw przeciwbakteryjnych

W kontroli pozostalo$ci mamy do czy-
nienia z dwojakiego rodzaju sytuacjami,
z jednej strony w do$¢ krétkim czasie na-
lezy wykona¢ duza liczbe analiz, a z drugiej
w badanych prébkach moga wystapic nie-
dozwolone stezenia lekéw przeciwbakte-
ryjnych lub tez moga by¢ wykryte substan-
cje, ktoérych stosowanie jest zabronione.

W zwigzku tym w laboratoriach zaj-
mujacych sie kontrola pozostatosci lekdw
przeciwbakteryjnych stosowane sa meto-
dy umozliwiajace wykonanie badan w krét-
kim czasie oraz metody dajace mozliwo$¢
analizowania substancji, ktérych obecnosé
moze okazac si¢ niezgodna z obowiazuja-
cymi regulacjami unijnymi lub krajowy-
mi. Dlatego tez w praktyce laboratoryjnej
bardzo czesto laczy si¢ prowadzenie ba-
dan z uzyciem testéw przesiewowych (ja-
ko$ciowych) i metod potwierdzajacych
(ilo$ciowych).

W analizie potwierdzajacej obecnosé
chloramfenikolu, metabolitéw nitrofura-
néw i nitrimidazoli wykorzystuje sie chro-
matografie cieczowa polaczona tandemo-
wo ze spektrometrig mas (LC-MS; 13, 14,
15). W przypadku badania pozostatosci
nitrofuranéw nie wykonuje sie oznaczen
zawarto$ci substancji czynnych, lecz pro-
duktéw ich metabolizmu (AOZ, AMOZ,
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SEM, AHD), ktére sa bardziej oporne na
dziatanie czynnikéw zewnetrznych, a to
gwarantuje wieksza skutecznos$¢ wykry-
cia ich obecnosci. Natomiast w przypad-
ku poszukiwania nielegalnego stosowania
nitroimidazoli kontruje si¢ obecnos¢ za-
réwno substancji czynnych, jak i ich me-
tabolitéw. Wyznaczone warto$ci limitu
decyzyjnego (CCa) i zdolnosci wykrywa-
nia (CCb) w analizie chloramfenikolu sa
ponizej wartosci MRPL (0,3 pg/kg), nato-
miast dla metabolitéw nitrofuranéw po-
nizej 1 pg/kg wszystkich analizowanych
matryc. W przypadku oznaczania nitro-
imidazoli wymagane jest, aby metoda byla
w stanie oznaczy¢ stezenia ponizej 3 pug/kg
(zalecenie EURL w Berlinie).

W przypadku potwierdzania obecno-
$ci antybiotykéw i innych lekéw przeciw-
bakteryjnych poczatkowo stosowano tech-
nike chromatografii cieczowej potaczonej
z detektorami UV lub FLD. Jednak w prak-
tyce wykonywanie badan przy zastosowa-
niu tych metod w zasadzie ograniczalo sie
do analizowania sulfonamiddw, fluorochi-
nolonow i tetracyklin, gdyz zastosowanie
tych sposobéw detekeji do oznaczania pe-
nicylin, aminoglikozydéw czy tez makro-
lidéw wymagato przeprowadzania zmud-
nego i czesto zawodnego otrzymywania
syntetycznych pochodnych. Dopiero za-
stosowanie chromatografii cieczowej, pota-
czonej ze spektrometrem mas umozliwito
sprawne potwierdzanie obecnosci w zyw-
nosci wszystkich grup lekéw przeciwbak-
teryjnych stosowanych w praktyce wete-
rynaryjnej (9, 10).

Antybiotyki -laktamowe stanowia bar-
dzo liczna grupe substancji przeciwbakte-
ryjnych, wéréd ktérych najistotniejsze dla
praktyki weterynaryjnej sa penicyliny i ce-
falosporyny. Warto$ci MRL wyznaczone
dla wszystkich gatunkéw zwierzat pro-
dukujacych zywno$¢ mieszcza sie w za-
kresie od 4 pg/l dla ampicyliny w mleku
do 6000 pg/kg dla ceftiofuru w nerkach.
Opracowano metody oznaczania obecno-
$ci tych antybiotykéw w mie$niach i w mle-
ku przy zastosowaniu technik LC-MS,
dostepne sa réwniez metody oznaczania
kwasu klawulanowego czesto stosowane-
go z penicylinami, a bedacego inhibitorem
B-laktamazy (16, 17).

Sulfonamidowe weterynaryjne produk-
ty lecznicze w swoim skladzie zawieraja
dwie, a czasem i wigcej substancji czyn-
nych, sa tez produkty zawierajace sulfo-
namid i dziatajacy synergistycznie trime-
toprim. W praktyce weterynaryjnej sto-
sowanych jest przynajmniej 10 réznych
sulfonamid6w, za§ MRL na poziomie 100
ug/kg zostal wyznaczony dla sumy sulfo-
namidéw w mleku i tkankach. Opracowa-
no liczne metody do wykrywania i potwier-
dzania obecnosci sulfonamidéw w tkan-
kach, mlekuy, jajach i miodzie (11, 12, 18).
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W krajach UE tetracykliny sa antybio-
tykami najcze$ciej stosowanymi u zwie-
rzat, miedzy innymi ze wzgledu na sze-
roki zakres dzialania, jak i na niski koszt
leczenia. Sposréd 8 dostepnych na rynku
tetracyklin, u zwierzat, ktérych produkty
przeznaczone sa do konsumpcji, dozwolo-
ne jest stosowanie oksytetracykliny, tetra-
cykliny, chlorotetracykliny i doksycykliny.
Warto$¢ MRL dla oksytetracykliny, tetracy-
kliny, chlorotetracykliny jest suma substan-
¢ji macierzystych i ich epimeréw (produkt
rozkltadu), natomiast w przypadku doksy-
cykliny, jak dotad, powstawania epimeréw
nie potwierdzono. W krajach UE wartos¢
MRL dla tetracyklin w mig$niach wszyst-
kich gatunkéw zwierzat ustalono na pozio-
mie 100 pg/kg. Chromatografia cieczowa
w tandemie ze spektrometriag mas wyko-
rzystywana jest do potwierdzania obec-
noéci tetracyklin w tkankach, mleku i ich
przetworach (19, 20).

Chinolony i flurochinolony sg wzgled-
nie nowa i do$¢ liczng grupa chemiotera-
peutykéw, ktdre znalazly szerokie zasto-
sowanie w praktyce weterynaryjnej. Unij-
ne warto$ci MRL wahaja si¢ od 10 pg/kg
dla sarafloksacyny w tluszczu drobiu do
1900 pg/kg dla difloksacyny w watrobie
drobiowej. Obecno$¢ tych substancji po-
twierdzana jest przy zastosowaniu techni-
ki LC-MS w r6znym materiale, miedzy in-
nymi w mleku, jajach, rybach i innych or-
ganizmach hodowanych w wodzie (21).

Makrolidy i azalidy, antybiotyki sto-
sowane w chorobach drég oddechowych
zwierzat posiadaja wlasciwos$¢ dos¢ dlugie-
go pozostawania w tkankach i narzadach.
Wyznaczono unijne MRL dla acetyloizo-
walerylotylozyny, erytromycyny, spiramy-
cyny, tylmikozyny, tulatromycyny i tylozy-
ny. Zakres warto$ci waha sie od 40 ug/kg
dla erytromycyny w mleku do 3000 ug/kg
dla tulatromycyny w watrobie i nerkach by-
dta i $win. Dla celéw potwierdzania obec-
nosci tych antybiotykéw w zywnosci opi-
sano oznaczana przy zastosowaniu tech-
niki LC-MS (22).

Mimo ze aminoglikozydy starej gene-
racji obarczone sa mozliwoscia wywoly-
wania dziatan neurotoksycznych i ototok-
sycznych, to nadal sa stosowane w prakty-
ce weterynaryjnej. Warto$ci MRL dla tych
antybiotykéw wahaja sie od 50 pg/kg dla
gentamycyny w mie$niach wolowych i wie-
przowych oraz tluszczu do 20 000 pg/kg dla
apramycyny w nerkach wotowych. Apra-
mycyna nie jest dozwolona do stosowania
kréw, ktérych mleko przeznaczone jest do
konsumpcji przez ludzi. Aminoglikozydy sa
antybiotykami rézniacymi si¢ do$¢ znacz-
nie wlasciwosciami fizykochemicznymi od
innych grup substancji przeciwbakteryj-
nych i do niedawna sprawne ich oznacza-
nie przy zastosowaniu klasycznych technik
chromatograficznych bylo bardzo trudne

(konieczno$¢ przeprowadzenia zlozonej
syntezy). Dopiero zastosowanie techniki
LC-MS umozliwito wykonywanie ozna-
czen streptomycyny, gentamycyny, neo-
mycyny i innych antybiotykéw tej grupy
w mleku i w mieéniach (23, 24).

W miejsce chloramfenikolu, ktérego
stosowanie w praktyce weterynaryjnej jest
od 1994 r. prawnie zakazane, wprowadzo-
no dwa analogi — tiamfenikol i florfenikol,
ktére pozbawione sa wywolywania dzia-
tan niepozadanych. Unijny MRL dla tiam-
fenikolu zostal ustalony dla tkanek bydla
i drobiu na poziomie 50 pg/kg. Zastosowa-
nie tiamfenikolu u kur niosek jest prawnie
zabronione. Opracowano metody dla po-
twierdzania amfenikoli, tiamfenikolu i flor-
fenikolu wraz z jego aminowym markerem
w tkankach zwierzat (25).

Sposéréd antybiotykéw peptydowych
w krajach UE dozwolone jest stosowa-
nie kolistyny i bacytracyny, jednak uzycie
tych antybiotykéw jako dodatkéw paszo-
wych jest zabronione. Opracowano meto-
dy oznaczania tych antybiotykéw w mate-
riale biologicznym (26).

Znaczne réznice w budowie chemicz-
nej i zwiazane z tym réznice we wlasci-
wosciach fizykochemicznych byly istot-
na przyczyna w powolnym rozwoju tzw.
metod wieloskladnikowych, ktére umoz-
liwiaja jednoczesne wykrywanie i oznacza-
nie antybiotykéw nalezacych do réznych
grup chemicznych. Dopiero od niedawna
istnieja metody, ktére pozwalaja na jedno-
czesne analizowanie kilkudziesieciu anty-
biotykéw nalezacych do beta-laktaméw, te-
tracyklin, makrolidéw, amfenikoli, linkoza-
midéw, pleuromutylin, aminoglikozydéw,
fluorochinolonéw i sulfonamidéw, a tym
samym swoim zakresem obejmuja wszyst-
kie grupy weterynaryjnych lekéw przeciw-
bakteryjnych. Sprawno$¢ analityczna me-
tod zostala tak ustawiona, Ze jest mozliwe
potwierdzenie, czy wykryte stezenia lekéw
przeciwbakteryjnych sa powyzej czy tez
ponizej ustalonych wartosci MRL (27, 28,
29). Tego typu metody, mimo Ze sg znacz-
nie drozsze od testéw mikrobiologicznych,
jednak maja te przewage, Ze juz po pierw-
szym wykonaniu badarn pozwalaja na jed-
noznaczne okreslenie, jakie i w jakich ste-
zeniach wystepuja wykryte leki. Dzieki
temu mozliwe jest znacznie szybsze podej-
mowanie decyzji administracyjnych. Nale-
2y oczekiwad, ze w miare obnizania kosz-
téw spektrometria mas zdominuje badania
przesiewowe antybiotykéw, podobnie jak
ma to miejsce w innych kierunkach kon-
troli zywnosci. Réwniez w Zakladzie Far-
makologii i Toksykologii Pafistwowego
Instytutu Weterynaryjnego w Putawach
opracowano i wdrozono do praktyki la-
boratoryjnej procedure badawczg, ktéra
daje mozliwo$¢ jednoczesnego wykrycia
i potwierdzenia obecnosci kilkudziesieciu

antybiotykéw nalezacych do réznych grup
chemicznych (30). W ostatnim czasie me-
toda byta sprawdzana w badaniach bieglo-
$ci zorganizowanych przez EURL (EU Re-
ference Laboratories) w Fougeres (Francja),
a uzyskane wyniki potwierdzily jej przydat-
no$¢ do wyznaczonych zadan.

Podsumowanie

Rosngce wymagania w zakresie bezpie-
czefistwa zywno$ci sprawiaja, ze przed la-
boratoriami zajmujacymi si¢ kontrolg po-
zostato$ci lekéw stawiane sq coraz wieksze
zaréwno jako$ciowe, jak i ilosciowe wyma-
gania analityczne. W zwigzku z tym za-
réwno do wykrywania, jak i potwierdza-
nia wynikéw uzyskiwanych metodami
przesiewowymi wprowadza sie metody
wykorzystujace chromatografie cieczowa,
polaczona tandemowo ze spektrometria
mas. Zastosowanie tej techniki pozwa-
la na sprawne wykrywanie i potwierdza-
nie obecnosci antybiotykéw i innych le-
kéw przeciwbakteryjnych w produktach
spozywczych pochodzenia zwierzecego.
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