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Sazetak

Antibioticki ostatci naj¢esée su prisutne inhibitorne tvari u mlijeku koje
nepovoljno djeluju na ljudsko zdravlje, tehnoloska svojstva i kakvocu mlijeka i
mlijecnih proizvoda. Zbog zastite potroSaca i osiguranja proizvodnje visoko
kvalitetnog mlijeka Europska unija (EU) je propisom 2377/ 90. utvrdila gornju
dopustenu granicu za antibioticke ostatke u mlijeku. Premda ostatci
antibiotika u mlijeku mogu biti podljedica lijecenja od bilo koje bolesti, oni su
kod muznih zivotinja najcesée prisutni u mlijeku nakon lijecenja upale vimena.

Cilj ovog rada bio je upozoriti na obvezu sustavne kontrole prisutnosti
antibiotickih ostataka u mlijeku buduc¢i da su mlijeko i mlijecni proizvodi
znacajni u prehrani ljudi. U radu su opisane razlicite skupine antibiotika,
mehanizam njihova djelovanja, pogreske koje nastaju u proizvodnji mlijecnih
proizvoda i metode za njihovo dokazivanje.

Kljucne rijeci: mlijeko, antibioticki ostatci, metode, testovi

Uvod

Mlijeko i mlijecni proizvodi su izuzetno vazne namirnice u prehrani |judi
zbog prehrambenih i terapeutskih svojstava. Medutim, prisutnost antibiotickih
ostataka u mlijeku i mlije¢nim proizvodima bitno umanjuje njihovu kvalitetu.
Upala mlijecne Zlijezde koju u 95% slucajeva uzrokuju bakterije ngj¢esta je
bolest muznih Zivotinja u suvremenoj intenzivnoj proizvodnji mlijeka. Zbog
toga je i primjena antibiotika u lije¢enju zivotinja vrlo cesta. Nakon &to je
lijecenje vimena zavrSeno, antibiotici se joS odredeno vrijeme zadrZzavaju u
vimenu i izlutuju mlijekom (Havranek i Rupi¢, 1996.). Antibiotici i
antibioticki ostatci u mlijeku uvjetuju rezistentnost ljudskog organizma,
preogetljivost na odredeni antibiotik i velike ekonomske gubitke u
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mljekarskoj industriji. Utvrdivanje antibiotic¢kih ostataka u mlijeku i mlijecnim
proizvodima postaje stoga nuznost, a ne samo obvezom.

1. Antibiotici

Antibiotici su kemoterapeutici koji imaju Siroku primjenu u humanoj,
veterinarskoj i stocarskoj praksi. Djelovanje antibiotika temelji se na prirodnoj
ogjetljivosti mikroorganizama prema njihovom djelovanju. Antibiotici mogu
imati usko, proSireno ili Siroko antimikrobno djelovanje. Tako se antibiotici
uskog spektra djelovanja primjenjuju za tocno odredene vrste Gram pozitivnih
ili Gram negativnih bakterija. Antimikrobno djelovanje antibiotika proSirenog
spektra koristi se u suzbijanju Gram pozitivnih bakterija i to¢no odredenih
vrsta Gram negativnih bakterija. Antibiotici Sirokog spektra koriste se u
suzbijanju i Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterijskih vrsta
(FaliSevac, 1971.). Prema kemijskoj strukturi antibiotike svrstavamo u: -
laktame, aminoglikozide, tetracikline, makrolide, poliene, peptide i ostae
antibiotike. Antibiotici se i natinom djelovanja na bakterijsku stanicu
medusobno razlikuju. Tako npr. P-laktamski antibiotici (penicilin,
cefalosporin) zaustavljgju sintezu stani¢ne stijenke; tetraciklin, kloramfenikol,
streptomicin, puromicin zaustavljaju sintezu bjelancevina u stanici; polimiksin
i polienski antibiotici ostecuju citoplazmatsku membranu, a sulfonamidi i
nitrofurani onemogucuju metabolizam deoksiribonukleinske kiseline (DNK) u
bakterijskoj stanici (Deli¢ i Suput, 1971.; Delak, 1985.). Poznavanje
mehanizma djelovanja svake pojedine skupine antibiotika vazno je zbog
izbora najucinkovitijeg antibiotika i planiranja ispravne antibioticke terapije.
Jednako je tako i za preradivace mlijeka vazna informacija koristenog
antibiotika u lije¢enju zivotinja, radi izbora najpogodnijeg testa za utvrdivanje
eventual nih antibiotic¢kih ostataka u mlijeku.

2. Antibioti¢ki ostatci u mlijeku

Zbog svoje Siroke primjene u lijecenju zivotinja antibiotici, odnosno
antibioticki ostatci naj¢esce su prisutne inhibitorne tvari u mlijeku. Nakon sto
je lijecenje zavrseno, antibiotici se zadrzavaju u vimenu i izlucuju mlijekom.
Antibiotici u mlijeko najces¢e dospijevaju nakon intramamarne aplikacije
tijekom lijecenja mastitisa. Tkivo vimena resorbira jedan dio antibiotika, dok
se odredena koli¢ina izlucuje mlijekom. Antibiotici u mlijeko dospijevau i
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nakon parenteralnog, peroralnog, intrauterinog, intravenoznog i
intramuskularnog davanja. Medutim, koncentracija izlucenih antibiotickih
ostataka u mlijeku ovisi o indvidualnim osobinama grla, zdravstvenom stanju
vimena, koli¢ini i vrsti primljenih antibiotika, koli¢ini proizvedenog mlijeka i
natinu unoSenja antibiotika u organizam (Todori¢, 1999.). Parenteralno
uneseni antibiotici znatno se brze izlucuju mlijekom u usporedbi s antibi-
oticima intramamarno apliciranim koji se izlucuju najduze i u najvecoj kon-
centraciji. Nakon intramuskularnog i intraperitonealnog davanja koli¢ine od
2,5-3,1 mg/kg tjelesne mase zivotinje uljnog prokain penicilina, u mlijeku se
moze prvog dana dokazati 0,02-0,05 g/ml, drugog 0,02 g/ml, a treeg dana
0,005 do 0,001 g/ml nakon primjene (Baumgarter, cit. Miljkovi¢ i
Sipka, 1971.). Kod intravenoznog davanja penicilina u koncentraciji od 2,0-
4,0 mg /kg tjelesne mase, ngjveca se koncentracija izluci nakon 6 sati, dok je
nakon 48 sati od zadnje primjene koncentracija antibiotika samo u tragovima
(Hogh, cit. Miljkovi¢ i Sipka, 1971.). U pravilu, bez obzira na
ntin davanja i vrstu primijenjenog antibiotika, vece koli¢ine unesenog
antibiotika u organizam zivotinje rezultirgju ve¢com koncentracijom antibiotika
izlucenog mlijekom. Tako se dnevna doza od 88,9 mg penicilina uzeta hranom
ne izlucuje mlijekom, ai povecanjem dnevne doze na 177,8 mg, koli¢ina
izlucenog penicilina u mlijeku je 0,05 g/ml (Skaggs i sur., cit.
Miljkovié i Sipka, 1971.). Vazno je naglasiti, da je izlugivanje istog
antibiotika mlijekom znatno duze u muznih Zivotinja s opetovanim upalama
vimena u odnosu na zivotinje kod kojih nije doSlo do promjena u tkivu
vimena. Naime, zdravo vime brZe propusta vecu koli¢inu antibiotika, odnosno
karenca je kraca. Tako su u 42% slu¢gja od ukupno 313 ispitivanih Zivotinja,
Beukers i Gist-Brocades (1995.) utvrdili ostatke antibiotika u mlijeku
nakon propisane karence. Zato, radi zastite potroSaca i smanjenja gubitaka
preradivaima mlijeka, veterinari i agronomi stocari morgju uvaZavati
spomenute cinjenice i pouzdanim analitickim metodama utvrditi kada je
mlijeko pojedinih muznih Zivotinja u potpunosti oslobodeno antibiotickih
ostataka.

3. Utjecaj antibioti¢kih ostataka na mlijeko i mlije¢ne proizvode

Sirovo mlijeko koje neposredno nakon muznje sadrzi antibiotike ili
antibioticke ostatke, nije za ljudsku upotrebu niti za preradu u mljekarama. U
prvom redu iz zdravstvenih razloga takvo mlijeko u ljudi izaziva
preogjetljivost, probavne smetnje i rezistentnost organizma na antibiotike. U

63



D. Samarzijai N. Antunac: Vaznost dokazivanja ... Mljekarstvo 52 (1) 61-70, 2002.

tehnoloskom smislu, takvo mlijeko ima smanjene preradbene osobine, bududi
se toplinskom obradom ostatci antibiotika u potpunosti ne uklanjgju iz mlijeka
(Miljkovic¢, 1977.).

Proizvodnja fermentiranih mlijeka, vrhnja, maslaca i gotovo svih vrsta
sireva nezamidsliva je bez upotrebe mljekarskih mikrobnih kultura. Sastav
kultura ukljucuje bakterije mlijecne kiseline, propionske bakterije, kvasce i
plijesni. Kulture se dodaju mlijeku prvenstveno radi stvaranja mlijecne
kiseline, propionske kiseline i/ili alkohola te radi postizanja Zeljene arome i
konzistencije gotovih proizvoda (Stiles i Holzapfel, 1997,
Samarzija i sur.,, 2001.). Medutim, ovisno o koncentraciji antibiotic¢kih
ostataka u mlijeku, mijenja se simbiotski odnos izmedu bakterijskih sojeva
odabrane kulture, nastaje degeneracija sojeva i/ili se u potpunosti zaustavlja
rast organizama. Posebno su na ostatke antibiotika ogjetljivi sojevi iz sastava
jogurtnih kultura Streptococcus salivarius subsp. thermophilus i Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, i kultura za proizvodnju acidofilnog mlijeka
Lactobacacillus acidophilus, (Rasi¢ i Kurmann, 1978.; Schiffmann
I sur. 1992.). Mnogim je istrazivanjima utvrdeno da koncentracija antibiotika
ve¢ od 0,05 IU/ml mlijeka moZe u tehnoloskom smislu izazvati ¢itav niz
problema. Koagulacija mlijeka, ovisno o koncentraciji antibiotskih ostataka,
produzuje se za 1 do 3 sataili posve izostge. Zrenje jogurta, proizvedenog od
mlijeka koje sadrZzi 30 pg kloksacilina/ml produZuje se za 15 minuta, a ako
sadrzi 4 pg penicilina/ml za 30 minuta u odnosu na prirodno mlijeko.
Koncentracija od 3 pg penicilinalkg mlijeka u proizvodnji ementalca uzrokuje
netipican okus i nepravilno formirane oc¢i sira (Suhren i sur.,, 1996.).
Negativan ucinak ocituje se u smanjenom ili potpunom nedostatku mlijecne
kiseline u odredenim fermentacijama. Jednako tako, prisutnost antibiotickih
ostataka u mlijeku naruSava sastav mikrobne mljekarske kulture koja je
odgovorna za okus, miris i konzistenciju fermentiranih mlijeka. Posebno je
vazno naglasiti da prisutnost antibiotickih ostataka u mlijeku probiotickim
fermentiranim proizvodima znatgino umanjuje terapeutsku vrijednost. Od
antibiotickih ostataka nije oslobodeno ni pasterizirano ni sterilizirano mlijeko,
bez obzira na koli¢inu mlijecne masti, zbog toga Sto su neki antibiotici topivi u
vodi, neki u mlije¢noj masti, a odredeni antibiotici vezu se na proteine
(Honkanen-Buzalski i Suhren, 1999.).

U cilju osiguranja tehnoloski visoko kvalitetnog mlijeka za preradu i
zadtitu potroSata, Europska unija je Codex Alimentarious propisima: EEC
2377/90, EEC 675/92, EEC 3093/92 i EEC 23/96 odredila gornju dopustenu
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koncentraciju ostataka antibiotika u mlijeku (Tablica 1) Maksimalno
dopustena koncentracija antibiotic¢kih ostataka u mlijeku utvrdena je na osnovu
farmakokinetic¢kih i toksikoloskih svojstava lijekova i njihovih metabolita kao
i prihvatljivog dnevnog unosa lijeka, bez &tetnih podljedica na ljudsko zdravlje

(Boisseau, 1995.; Honkanen-Buzal ski

i Suhren, 1999.). Tako-

der, treba spomenuti da se radi velikih gospodarskih gubitaka koji nastaju
uslijed kontaminacije mlijeka antibioticima i posljedica za ljudsko zdravlje,

novim saznanjima »listak permanentno nadopunjuje i mijenja.

Tablica 1: Gornja dopustena granica antibiotickih ostataka u mlijeku prema
EU propisu 2377/90*

Table 1:

according to EU regulation 2377/90*

Maximum permitted level of antibiotic residues presence in milk,

Gornjagranica

Gornjagranica

Thiamphenicol

Skupinaantibiotika | ., . HIM) Skupina antibiotika (Lg/m)
S Maximum permitted o Maximum
Group of antibiotics Group of antibiotics :
level permitted level
(Hg/ml) (Hg/mi)
B-laktamski antibiotik Makrolidi
B-laktam Macrolide antibiotics
Penicilin 4 Eritromicini 40
Penicillin Erytromycin
Ampicilin 4 Spiramicini 200
Ampicillin Spiramycin
Amoksicilin 4 Tilozin 50
Amoxicillin Tylosin
Kloaksicilin 30 Aminoglikozidni
Cloxacillin antibiotici
Aminoglycosides
Tetraciklinski -
antibiotici g‘gt‘:ﬂ“ﬁﬂ 100
Tetracyclines antibiotics
Klortetraciklini 100 Neomicin 500
Chlortetracycline Neomycin
Doksiciklini 0 Spektinomicin 200
Doxycycline Spectinomycin
Tetraciklini 100 Ostali
Tetracycline
Sulfonamidi Kloramfenikol 0
Sulfonamides Chloramphenicol
Sulfadimidin 25 Klavulinska kiselina 200
Sulphadimidine Clavulanic acid
Tiamfenikol 50

(*Modificiranatablica prema Pedersen i Suhren, 2000)
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4. Metode odredivanja antibiotika u mlijeku

Za dokazivanje ostataka antibiotika u mlijeku postoje brojni testovi i
metode razlicite ogetljivosti. U svijetu, u nacionalnoj kontroli hrane, kao
sluZzbene metode vrlo ¢esto se koriste kemijsko-fizikalne metode: HPLC, GC s
UV, fluorescentna metoda i amperometrijska detekcija kojima se pripisuje
najveca ogetljivost (Zomer, 1995.; Pedersen i Suhren, 2000.). HPLC
metodom, na primjer, mogu se utvrditi sulfonamidi u mlijeku u koncentraciji
od 0,01 pg/ml (Roudaut i Moretain, 1995.). U rutinskoj kontroli nagj¢esée
se koriste mikrobioloski inhibitorni testovi, mikrobioloski receptor testovi,
imuno receptor testovi i enzimski testovi. Mikrobioloski receptor testovi
obi¢no koriste sojeve Bacillus stearothermophilus var. calidolactis, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis i Streptococcus thermophilus za test organizme
(Carlsson i Bjorck, 1987.; Suhreni Heeschen, 1993.; Mcgrane
I sur., 1996.). Tim testovima mogu se utvrditi ostatci -laktama, sulfonamida,
tetraciklina, makrolida i aminoglikozida u mlijeku. Pozitivna reakcija u tim
testovima prosuduje se promjenom boje ili zonom inhibicije. Komercijalno
raspolozivi mikrobioloski inhibitor testovi su: cetiri verzije Delvotesta
(Delvotest P, Delvotest SP, Delvotest Cow Test, Delvotest MCS), Charm
AIM-96 test, Charm Farm Test -Via, Charm Farm Test Mini-Vial. Osim tih
testova na trzistu postoji joS nekoliko mikrobioloskih inhibitor testova npr.:
Brilliant Black Reduction Test, Vaio T101, Copan microbia inhibitor test
(Neaves, 1999.). Premda pouzdani i cijenom prihvatljivi, karakteristika tih
testova je dugo vrijeme inkubacije (nekoliko sati) do dobivanja rezultata.
Imuno receptorski rutinski testovi za laboratorijsko dokazivanje antibiotika su
brzi (manje od 10 min.), ali i znatno skuplji u usporedbi s mikrobioloskim
inhibitor testovima. Vecina testova temelji se na kompetitivnom principu
vezanja dodanog enzima i antibiotika za imuno receptor. Kompleks antitijelo-
antibiotik se veze za enzim koji razgraduje boju ili daje fluorescentnu reakciju.
Usporedbom intenziteta reakcije s kontrolnim testom odreduje se da li je
uzorak pozitivan ili negativan na prisutnost antibiotickih ostataka. (Suhren i
sur., 1996.; Althaus i sur.,, 2001.). Komercijalno raspoloZivi testovi su:
LacTek za dokazivanje B-laktama ai test nije pogodan za dokazivanje
cefalosporina), DelvoX-Press [3-laktam |1 test, SNAPB-L test, Beta Screen test
(specifican za dokazivanje penicilina, ai je nespecifican za dokazivanje
cefalosporina), Beta Star test, Charm MRL test i Penzym test. U ovu skupinu
testova ubrgja se i Charm Il assay koji zapravo nije jedan test, ve¢ skupina
odvojenih testova za kvalitativno i kvantitativno dokazivanje specifi¢nih
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skupina antibiotika: [-laktama, sulfonamida, tetraciklina, novobiocina,
aminoglikozida, makrolida, te kloramfenikola Razinu ogetljivosti i
specificnosti nekih od komercijalno raspol ozivih testova prikazuje tablica 2.

Tablica2: Ogetljivost i specificnost pojedinih testova za dokazivanje
antibiotickih ostataka u g/kg
Table2:  Senditivity of the tests for antibiotic residues determination, in

Halkg
Penici- | Amok- | Ampici- Kloran- Diklok- Oksaci-
linG silin lin fenikol sacilin lin
Penici- | Amoxi- | Ampici- o Diclox- -
- i~ ' Cloxacillin S Oxacillin
Ilin G cillin llin acillin
Mikrobioloski inhibitor test
DelvotestP a
(2,12 h) 3 5-6 5 25 20 10-15
Delvotest SP aa
(2,3/4h) 2,5 34 34 15-25 10-15 10
Delvotest MCS 2-4
AIM-96 35
Charm Farm V/MV 3-4 4 4
I muno receptor test
LacTek B-L <48 <7
Delvo X-Press 2-4 4-8 4-8 30-40
SNAP (-L <4
Beta Screen 1 10 3 20 30 20
Charm Il B-L* 2 5 4 30 20 30
Beta STAR** 2-4 2-4 2-5 5-10 5-10 5-10
Charm MRL 3 4 4 30 50
Penzym 4-6 4-6 4-7 60-100 30-50
*MRL-verzija (Tablicamodificirana prema Neaves, 1999.)

** 251 100 test kitova
23ug/kg = 0,005 [U/ml
#2.5 ug/kg = 0,004 1U/ml

Republika Hrvatska nema u svojoj legidativi propisanu sluzbenu metodu
i/ili test za dokazivanje antibiotickih ostataka u mlijeku. Stoga se moze reci, da
je u analizi dopusteno koristenje svih natrzistu raspoloZivih testova. Medutim,
pri izboru testa mora se prvenstveno voditi ratuna o njegovoj ogetljivosti, a
zatim o cijeni, natinu (jednostavnosti) izvodenja, obucenosti djelatnika i
tehnickoj opremljenosti svakog pojedinog laboratorija. U bliskoj buduénosti
radi, usporedivosti rezultata, mislimo da bi broj dopustenih testova trebalo
limitirati.
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THE IMPORTANCE OF ANTIBIOTIC RES DUES PRESENCE DETECTION
IN MILK

Summary

Antibiotic residues are the most present inhibitory substances in milk
having undesirable effect on human health, technological characteristics and
the quality of milk and dairy products. In order to protect consumer's health
and to ensure high quality milk production, European Union (EU) regulation
2377/90 sets a maximum permitted levels for antibiotic residues in milk.
Although the presence of antibiotic residues in milk can be due to animal
diseases treatment, and in the case of milking animals, they are mostly present
after mastitis treatment. The aim of this work is to stress the importance of the
continuous control on antibiotic residues presence in milk, due to the role that
milk and dairy products have in human nutrition. In this paper, different
groups of antibiotics, mechanisms of theirs action, mistakes occurring in dairy
products manufacture as well as the methods for theirs detection are
described.

Key words. milk, residues of antibicrobical, methods, confimations test
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