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Znanstvenirad

Sazetak

U svrhu kontrole ilegalne uprabe te kontrole ostataka kloramfenikola tijekom 2010. godine sakupljani su uzorci misi¢nog tkiva peradi
(n=33), goveda (n=109) i svinja (n=46), mesnih proizvoda (n=21) i ribe (n=7), iz svih podrucja Republike Hrvatske. Koncentracije klo-
ramfenikola odredene su orijentacijskom ELISA metodom, te potvrdnom metodom tekucinske kromatografije-tandemske spektome-
trije masa (LC-MS/MS). Validacijom metoda dokazana je njihova sposobnost kvantifikacije ispod zadane vrijednosti najmanje zahtje-
vane ucinkovitosti izvedbe metode od 0,3 ug/kg. Odredivane koncentracije kloramfenikola u mesu goveda, svinja, peradi, mesnim
proizvodima te ribi kretale su se u rasponu od minimalne vrijednosti od 0,177 do najvise vrijednosti od 202,9 ng/kg. Najniza srednja
koncentracija od 3,54 ng/kg utvrdena je u mesnim proizvodima, a najvisa 15,8 ng/kg u mesu goveda. Niti u jednom uzorku kontoli-
ranog mesa i ribe nisu utvrdene koncentracije iznad 300 ng/kg. S obzirom na utvrdene niske koncentracije kloramfenikola moZe se
zakljuciti da je meso kontoliranih Zivotinja prikladno za konzumaciju odnosno sukladno tome da se u Republici Hrvatskoj postuje
zabrana uporabe tog antibiotika. Sukladno utvrdenim slucajevima povisenih koncentracija u mesu, ribi te Skampima podrijetlom iz
Azije, potrebna je stalna kontrole uvoznih posiljaka iz zemalja tog dijela svijeta.
Kljuéne rijeci: kloramfenikol, meso, riba, ELISA, LC-MS/MS

Uvod

Kloramfenikol se kao veterinarski
pripravak primijenjuje u tretmanu
razlicitih infekcija Zivotinja koje se
koriste za proizvodnju hrane za ljud-
sku ishranu, zbog svog bakteriostat-
skog djelovanja protiv ve¢ine Gram
pozitivnih i mnogih Gram negativnih
bakterija, te takoder zbog sprijeca-
vanja rasta i razmnozavanja rikecija,
klamidija i mikoplazmi (Dowling,
2006). Mehanizam djelovanja klo-
ramfenikola je inhibicija sinteze bje-
lan¢evina u bakterijskim stanicama
te u stanicama kostane srZi sisavaca
(Kucers i sur., 1997). Nakon per oral-
ne odnosno parenteralne primjene
kloramfenikol se u najvecem dijelu
biotransformira glukurinidacijom u
razli¢itim organima ukljuéujudi jetru,
bubreg i misi¢ u metabolite koji se
transportiraju u cijelo tijelo i izlu¢uju

bubrezima (Anadon i sur., 1994; Akh-
tarisur., 1996).

Sa toksikoloskog stanovista klo-
ramfenikol je citotoksi¢ni, genotok-
si¢ni i hematotoksi¢ni spoj koji u ljudi
uzrokuje depresiju kostane srzi te u
najgorem slucaju i aplasti¢nu anemi-
ju (Dowling, 2006). U najtezim sluca-
jevima ireverzibilna aplasti¢na anae-
mija moze dovesti do leukemije pri
¢emu je utvrdena visoka stopa smrt-
nosti (> 50 %). Takoder, kloramfenikol
pridonosi razvoju rezistentnih sojeva
bakterija Sto takoder, pridonosi oz-
biljnim zdravstvenim problemima
(Ferguson i sur., 2005).

Zbog potencijalnog toksi¢nog
utjecaja na ljude, te mogucnosti
pronalaska metabolita u jestivim
tkivima, primjena kloramfenikola u

Zivotinja ¢iji su proizvodi namijenje-
ni ljudskoj uporabi zabranjena je u
Europskoj Uniji (EC, 1994). Takoder,
Europska Unija uspostavila je i tzv.
»zero tolerance” te je kloramfenikol
uvrsten u skupinu supstanci za koje
se maksimalno dozvoljena koli¢ina
u namirnicama zivotinjskog podrije-
tla ne moze odrediti iz toksikoloskih
razloga (EC, 2009). Sukladno tome u
RH je Naredbom o zabrani primjene
odredenih veterinarskih lijekova na
Zivotinjama cije se meso i proizvodi
koriste za prehranu, 2002. godine
zabranjena upotreba kloramfenikola
na zivotinjama koje se koriste u ishra-
ni ljudi (Anonimno, 2002). Usprkos
zabrani, ostaci kloramfenikola su-
stavno se pronalaze u svim vrstama
proizvoda Zivotinjskog podrijetla $to
izaziva veliku zabrinutost potrosaca u
Europskoj Uniji (RASFF, 2002. - 2011).
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Tablica 1. Rezultati iskoristenja i preciznosti metoda ELISA i LC-MS/MS za odredi-

vanje kloramfenikola u mesu

Metoda Dodana .. Izmjerena“ Iskoristenje Standardna ~ CV
koncentracija koncentracija %) deviiaciia (%)
(ug/kg) (ug/kg) _—
0,15 0,16 1084 0,021 10,6
0,3 0,28 92,4 0,024 9,8
ELISA
0,45 0,35 78,8 0,035 9,5
Srednja vrijednost 93,2 0,027 9,97
0,15 0,155 103,8 0,022 10,5
03 0,287 95,9 0,024 7,6
LC-MS/MS
0,45 0,458 101,8 0,031 6,3
Srednja vrijednost 100,5 0,025 8,13

U svrhu odredivanja ostataka klo-
ramfenikola u hrani Zivotinjskog po-
drijetla koriste se specificne i osjet-
liive metode. Za kloramfenikol je u
Europskoj Uniji propisana granica
najmanje zahtjevane ucinkovitosti
izvedbe metode (MRPL, eng. mini-
mum required performance limit) od
0,3 pg/kg i predstavlja minimalnu
koncentraciju kloramfenikola u uzor-
ku koju primijenjena metoda mora
moci detektirati (EC, 2003). Naj¢esce
se se kao orijentacijske metode za
odredivanje kloramfenikola koriste
imunoenzimski testovi (ELISA) te
plinska kromatografija (Scortichini i
sur,, 2005; Cerkvenik-Flajs, 2006). U
slucajevima uzoraka sa povisenim
koncentracijama za odredivanje i
kvantifikaciju kloramfenikola primi-
jenjuju se potvrdne metode plinske
i tekucinske kromatografije-tandem-
ske spektrometrija masa (GC-MS/MS,
LC-MS/MS) (Gantverg i sur., 2003; Im-
pens i sur.,, 2003; Mottier i sur., 2003;
Bogusz i sur., 2004; Peng i sur., 2006;
Rgnning i sur., 2006)

U ovoj studiji koncentracije klo-
ramfenikola odredivane su imunoen-
zimskom orijentacijskom metodom,
a uzorci s visim koncentracijama
provjereni su tekuéinskom kromato-
grafijom-tandemskom  spektrome-
trijom masa. Ostaci kloramfenikola
odredivani su u mesu peradi, goveda
i svinja te mesnim proizvodima i ribi
tijekom 2010. godine.

Materijali i metode

Uzorkovanje

Tijekom 2010. godine sakupljani su
uzorci misi¢nog tkiva peradi, goveda
i svinja te mesnih proizvoda (paste-
ta, hamburger, kobasice, hrenovke)
i ribe sa svih podruc¢ja Republike Hr-
vatske. Uzorci su drzani na hladnom
do dolaska u laboratorij gdje su podi-
jeljeni u manje komade, te zamrznuti
na -18°C do analize.

Kemikalije i uredaji

Za analizu kloramfenikola ELISA
metodom koriSten je test proizvo-
daca Laboratory of Hormonology
(Marloie, Belgija) opremljen sa: mi-
krotitarska plocica (96 jaZica), stan-
dardne otopine kloramfenikola od
0, 0,05,0,1,0,2,0,5, 1i2 ng/mL klo-
ramfenikola, koncentrirani konjugat
(kloramfenikol vezan peroksidazom),
liofilizirana antitijela anti-kloramfeni-
kol, supstrat/kromogen otopina (pe-
roksid/TMB), pufer za razrijedivanje,
pH 7,4, stop otopina (6 NH_SO,), kon-
centrirani pufer za ispiranje. U ana-
lizama je koristena ultracista voda
(Milli-Q Millipore, 18,2 MWcm™).

Standard kloramfenikola nabav-
lien je od proizvodaca Sigma (St.
Louis, USA). Diklorometan, petroleter
i amonij acetat, te metanol i dietileter
(HPLC grade) i kolonice za procisca-
vanje uzoraka C,,SPE (500 mg per 3
mL) nabavljene su od J. T. Baker (De-
venter, Netherlands). Aceton (HPLC

grade) i mononatrij fosfat (p.a.) na-
bavljeni su od proizvodaca Merck
(Darmstadt, Germany), a metanol,
dietileter i etil acetat (za procisca-
vanje uzoraka za ELISA metodu) te
natrij sulfat (bezvodni) od Carlo Erba
(Milan, Italy). 1zooktan, natrij klorid i
dinatrijhidrogenfosfat dihidrat na-
bavljeni su od Kemike (Zagreb, Cro-
atia). Dusik 5,0 i 5,5 nabavljen je od
SOL spa (Monza, Italy).

Za mobilnu fazu A za LC sustav
koristen je 5 mM amonijacetat
(CH,COONH,) pripremljen otapa-
njem 0,38 g NH,Ac u 1 L ultra diste
vode. Za B mobilnu fazu koristen je
metanol.

Za kromatografsku separaciju ko-
riStena je kolona Zorbax XDB C18, 4,6
X 75 mm, 3,5 um (Agilent Technology,
USA). U pripremi uzoraka koristeni su
slijededi uredaji: mjesalica IKA® Ultra-
Turrax® (IKA® -WERKE GMBH & CO.KG,
Germany), centrifuga Rotanta 460R
(Hettich zentrifugen, Tuttlingen, Ger-
many), upariva¢ dusikom N-EVAP
model 111 (Orgamonation Associa-
tes Inc., Berlin, USA).

Vrijednosti apsorbance za ELISA
metodu mjerene su na mikrocitacu
Tecan model Sunrise (Tecan Austria
GmbH, Austria). Sustav za tekucinsku
kromatografiju-tandemsku spekto-
metriju masa (LC-MS/MS) sastoji se
od HPLC 1200 te spektrometra masa
Triple Quad LC/MS 6410 (Agilent
Technology, USA).

Priprema uzoraka

za ELISA metodu

Meso se homogenizira, odvaze se
3 g i mijesa s 3 mL destilirane vode,
te doda 6 mL etilacetata. Intenzivho
se mijesa 10 minuta te centrifugira
10 minuta na 3000 x g. Pipetira se 4
mL gornjeg sloja etilacetata i otpari
do suha u blagoj struji dusika na 50
°C. Ostatak se otopi u 1 mL mjesavine
izooktan/ diklorometan (2:3, v/v) te
doda 0,5 mL pufera za razrijedivanje
(iz kita). Intenzivno se mijesa 1 minu-
tu te centrifugira 10 minuta na 3000
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x g. Ako se pojavi emulzija u gornjem
sloju, epruveta se stavi kratko, 2 min.,
u vodenu kupelj na 80 °C i ponovno
centrifugira. Za test se koristi 50 yL
vodenkastog gornjeg sloja.

Priprema uzoraka za LC-

MS/MS metodu

Ekstrakcija 10 g uzorka provodi se
mjesavinom acetona i diklormetana
u omjeru 50:50 (v/v). Nakon uklanja-
nja vode odvaja se supernatant te
se nakon uparavanja u struji dusika
ostatak otapa fosfatnim puferom sa
podesenim pH na 7,8. Slijedi proci-
$¢avanje na SPE C18 kolonicama.

Aktivacija kolonica provodi se me-
tanolom i vodom. Nakon nanos3enja
uzorka slijedi ispiranje vodom te su-
Senje punila kolonica zrakom. Inter-
ference se uklanjaju petroleterom
nakon cega slijedi susenje i eluiranje
kloramfenikola dietileterom. Zatim
je potrebno otpariti i rekonstituirati
analit mobilnom fazom.

ELISA test

Prije analize se sve kemikalije tem-
periraju 45 minuta na sobnoj teme-
peraturi. Koncentrat pufera za ispira-
nje priprema se prije upotrebe (1 mL
kncentriranog pufera + 9 mL destili-
rane vode). Koncentrat enzimskog
konjugata (CAP-HRPO) razrijedi se
100 x u puferu za razrjedivanje (npr.
10 pL konjugata + 990 uL pufera za
razrjedivanje). Takoder, liofilizirano
antitijelo rekonstituira se dodava-
njem 6 mL pufera za razrjedivanje te
dobro promijesa.

Postupak testa provodi se slijede-
¢im redosljedom dodavanja reage-
nasa u jazice: doda se 50 uL otopina
standarda od 0 od 2 ng/mL, te 50 uL
otopine uzoraka u duplikatu. Zatim
se doda 100 pL pripremljene otopine
enzim-konjugata u svaku jaZicu i 100
UL pripremljene otopine antitijela u
svaku jazicu. Ploca se dobro zatvori
te snazno protrese (1 minutu) te in-
kubira u tami na 4 °C tijekom 2 sata.
Zatim se ukloni otopina iz ploce i is-
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Tablica 2. Koncentracije kloramfenikola (ng/kg) u mesu goveda, svinja, peradi i
mesnim proizvodima te ribi odredene tijekom 2010. godine

roi
Vrsta mesa 1,

Koncentracije kloramfenikola (ng/kg)

Minimum Maksimum

Srednja Standardna

uzoraka vrijednost pogreska
Govedina 109 0,108 2029 15,8 2,65
Svinjetina 46 0,263 92,7 11,3 2,41
Perad 33 1,01 139,2 15,5 15,5
Proizvodi 21 0,177 17,9 3,54 0,965
Riba 7 5,59 18,9 10,9 1,96
"p<0,05
“p<0,01

pere tri puta sa pufe

rom za ispiranje (tri puta po 300
pL). Nakon svakog istresanja otopi-
ne za ispiranje na novi Cisti upijajuci
papir do kraja se isprazne jaZice lup-
kajuci ploc¢icom o njega. Doda se 150
pL spremne peroksid/TMB otopine u
svaku jazicu i dobro promijesa. Inku-
bira se 30 minuta u tami i na sobnoj
temperaturi (20-25 °C), doda 50 uL
stop otopine u svaku jaZicu i dobro
promucka. Vrijednosti apsorbance
ocitavaju se na 450 nm unutar 30 mi-
nuta na mikroc¢itacu (Tecan Austria
GmbH, Salzburg, Austria).

Tekucinska

kromatografija-tandemska

spektometrija masa, LC-

MS/MS

Kromatografska separacija na ko-
loni provodi se uz izokratni protok
mobilne faze sastava od 30 % 5 mM
amonijevog acetata i 70 % metanola
pri protoku 0,5 mL/min. Na kolonu
(temperatura 40 °C) se aplicira volu-
men uzorka od 15 pL. Vrijeme traja-
nja analize je 5 minuta sa dodatne 2
minute za stabilizaciju kolone.

lonizacija molekula za maseni
spektrometar provodi se izvorom za
ionizaciju elektrorasprsivanjem ESI
(engl. Electrospray lonization). Tem-
peratura plina u izvoru je 350 °C, a
protok plina 5 L/min. Tlak u nebuli-
zeru iznosi 35 psi, a kapilara je pod
naponom od 4000 V. Nacin skeni-

ranja je multiplo skeniranje reakcija
(MRM) pri negativnoj ionizaciji ¢ime
se prate dvije molekulske mase (klo-
ramfenikol m/z=321 i interni stan-
dard kloramfenikola m/z=326) iz
kojih za kvantifikaciju koriste po dva
fragmenta od svakog izvornog spoja.

Validacija ELISA i LC-MS/

MS metode

Validacija metoda provodena je
prema kriterijima regulative Europ-
ske Unije 2002/657/CE za orijentacij-
ske odnosno potvrdne metode (EC,
2002). Specificnost metoda odrede-
na je analizom 20 negativnih uzoraka
misi¢nog tkiva razli¢itih vrsta zZivo-
tinjana. Za screening metodu ELISA
odredena je sposobnost dokaziva-
nja CCP obogacivanjem 20 uzoraka
na razinu ispod MRPL (0,15 pg/kg)
te je izra¢unata kao zbroj izracunate
vrijednosti grani¢ne koncentracije
CCa i standardne devijacije uzoraka
obogacenih na 0,15 pg/kg pomno-
Zene sa 1,64. Grani¢na koncentracija
CCa za ELISA metodu odredena je
kao zbroj srednje vrijednosti koncen-
tracije slijepih uzoraka i standardne
devijacije odgovora slijepih uzoraka
pomnozene sa 2.

Grani¢na koncentracija CCa LC-
MS/MS metode odredena je obo-
gacivanjem uzoraka u 3 serije po 6
uzoraka na 0,15 pg/kg te je izracu-
nata kao zbroj vrijednosti najnize
koncentracije validacijskog postup-
ka (C) i standardne devijacije pri C;
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(Sr/CO) pomnozene s 2,33. Za izraCun
sposobnosti dokazivanja CCB kori-
Steni su rezultati na sve 3 validacijske
razine (n = 54), a zbroj je vrijednosti
CCa i standradne devijacije pri CCa
pomnozene s 1,64.

IskoriStenje i preciznost metoda
odredena je obogadivanjem slijepih
uzoraka CAP u tri serije na 3 koncen-
tracijske razine (0,15, 0,31 0,45 pg/kg)
po 6 ponavljanja.

Statisticka analiza

Statisticka analiza provedena je
programom Statistica® 6.1 (StatSoft®,
Inc., Tulsa, USA). Koncentracije klo-
ramfenikola odredene u misi¢cnom
tkivu izraZzavane su kao minimalna i
maksimalna odredena koncentraci-
ja, srednja vrijednost + standardna
pogreska. Primijenjen je t-test za
odredivanje razlike izmedu srednjih
vrijednosti koncentracija kloramfe-
nikola izmedu vrsta mesa. Statisticki
znacajne razlike izrazavane su na ni-
vou znacajnosti p < 0,05.

Rezultati i diskusija

U ovome radu koncentracije klo-
ramfenikola odredivane su ELISA me-
todom, a uzorci sa visim vrijednosti-
ma provjeravani su LC-MS/MS meto-
dom. Rezultati iskoriStenja odnosno
toc¢nosti metoda prikazani su u Tabli-
ci 1. Odredeno je ukupno iskoristenje
za ELISA metodu od 93,2%, a za LC-
MS/MS metodu 100,5 %. Rasipanje
rezultata metoda nije znacajno 3to
pokazuju koeficijenti varijacije (CV
%) obje metode koji su manji od 20
%. Grani¢na koncentracija CCa za po-
tvrdnu LC-MS/MS metodu je 170 ng/
kg a njena sposobnost dokazivanja
CCP 190 ng/kg, odnosno sposobnost
dokazivanja CC3 za ELISA metodu je
280 ng/kg.

Vrijednosti koncentracija kloram-
fenikola u vrstama mesa, mesnim
proizvodima i ribi prikazane su u
Tablici 2. Utvrdene koncentracije klo-
ramfenikola u svim vrstama mesa te
proizvodima kretale su se u rasponu
od 0,177 do najvise vrijednosti od

MESO

E.

Slika 1. LC-MS/MS kromatogram uzorka mesa i otopine standarda kloramfenikola od

1 ug/mL

202,9 ng/kg uvrdene u mesu goveda.
Nisu utvrdene koncentracije iznad
zadane vrijednosti za MRPL od 300
ng/kg. Najniza srednja koncentracija
od 3,54 ng/kg odredena je u mesnim
proizvodima, a najvisa od 15,8 ng/kg
u mesu goveda. Statistickom anali-
zom utvrdeno je da su koncentracije
kloramfenikola odredene u mesnim
proizvodima znacajno nize od vri-
jednosti odredenih u mesu goveda,
svinja i peradi (p < 0,05, svi) te ribe (p
< 0,01).

Utvrdene najvise koncentracije
od 202,9 i 139,2 ng/kg analizirane
su potvrdnom metodom LC-MS/MS.
Utvrdene koncentracije bile su ispod
vrijednosti grani¢ne koncentracije
CCa od 190 ng/kg. Kromatogrami
negativnog uzorka i standarda klo-
ramfenikola prikazani su na Slici 1.

Usprkos zabrani primjene ostata-
ci kloramfenikola kontinuirano se
pronalaze u svim vrstama proizvoda
zZivotinjskog podrijetla $to pokazuju
podaci sustava brzog uzbunjivanja
za hranu i hranu za Zivotinje RASFF
(engl. Rapid Alert System for Food and
Feed) u Europskoj Uniji. U zadnjem
desetlje¢u zabiljezen je znatan broj
prijava upotrebe kloramfenikola u
proizvodima Zivotinjskog podrijetla
(RASFF 2002. - 2011.). Najvedi broj

uzoraka povisenih koncentracija klo-
ramfenikola u mesu (12 slucajeva)
zabiljeZen je tijekom 2003, te u mesu
peradi (4 prijave) i ribi (10 slucajeva)
2002. i 2004. godine. Posiljke koje su
sadrzavale ostatke kloramfenikola
bile su u najvec¢em broju podrijetlom
iz Kine i jugoisto¢ne Azije (WHO,
2004). Tijekom zadnjeg desetljeca
RASFF sustavom prijavljene su povi-
$ene koncentracijame kloramfeniko-
la u: 33 uzorka mesa razli¢itih vrsta
Zivotinja, 12 uzoraka mesa peradi, te
19 urribi i ribljim proizvodima.

Najvise koncentracije kloramfeni-
kola utvrdene RASFF sustavom odre-
dene su u Spanjolskoj 2002.i2007. g.
u uzorcima jegulje (3,5 pg/kg) i suse-
ne svinjetine (> 8 ug/kg) podrijetiom
iz Kine. Takoder, u svjezoj piletini
podrijetlom iz Belgije 2006. godine
utvrdena je koncentracija kloramfe-
nikola od 10 pg/kg. Uspredbe radi,
izrazito visoka koncentracija kloram-
fenikola, od ¢ak 297 ug/kg, utvrdena
je u Spanjolskoj 2002. g. u $kampima
podrijetlom iz Kine.

U prva tri mjeseca 2011. godine
prijavljeni su slijededi slucajevi povi-
$enih koncentracija kloramfenikola u
Europskoj Uniji: riba trlja (0,858 pg/
kg) podrijetlom iz Vijetnama, slana
svinjetina (0,45 i 0,31 pg/kqg) iz Kine,



smrznuta lignja (2,26 i 1,01 pg/kg)
podrijetlom iz Indije, te tri posiljke
smrznutih skampi (0,17, 0,23 i 0,24
pg/kg) podrijetlom iz Indije. U nedav-
nim istrazivanjima povisene koncen-
tracije kloramfenikola utvrdene su u
tkivu peradi u sjevernoisto¢nom lIra-
nu te su odredene koncentracije od 7
mg/kg u misicu, 55 mg/kgu bubregu,
te najvisa koncentracija 155,2 mg/kg
u jetri (Tajik i sur., 2010).

Rezultati ove studije ukazuju da
su meso goveda, svinja, peradi i me-
sni proizvodi te riba iz Hrvatske pri-
kladni za konzumaciju s obzirom na
odredene vrlo niske koncentracije
kloramfenikola. Takoder, sukladno
velikom broju utvrdenih slu¢ajevima
povisenih koncentracija kloramfeni-
kola u Europskoj Uniji u mesu i ribi
te Skampima podrijetlom iz Azije,
smatramo da postoji potreba za su-
stavnom kontrolom ovog antibiotika
u uvoznim proizvodima iz tog pod-
rucja.

Zakljucak

U ovome radu primijenjene su va-
lidirane i osjetljive metode imuno-
enzimska ELISA te potvrdna metoda
tekucinske kromatografije-tandem-
ska spektometrija masa LC-MS/MS u
odredivanju ostatka kloramfenikola
u mesu, mesnim proizvodima i ribi.
Validacijom je dokazano da obje me-
tode zadovoljavaju odnosno da ima-
ju sposobnost kvantifikacije ispod
zadane MRPL vrijednosti od 300 ng/

kg.

Odredivane koncentracije kloram-
fenikola u mesu goveda, svinja, pera-
di, mesnim proizvodima te ribi kreta-
le suse urasponuod 0,177 do najvise
vrijednosti od 202,9 ng/kg odnosno
nisu utvrdene koncentracije iznad
300 ng/kg. S obzirom na utvrdene
niske koncentracije kloramfenikola
moze se zaklju¢iti da je meso konto-
liranih Zivotinja prikladno za konzu-
maciju, odnosno provedena kontrola
upucuje na zaklju¢ak da u Repubilici
Hrvatskoj nema ilegalne uporabe
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tog antibiotika.

Sukladno utvrdenim slucajevima
povisenih koncentracija u Europ-
skoj Uniji u posiljkama mesa, ribe te
Skampa iz Azije, smatramo da je po-
trebna stalna kontrola uvoznih posi-
liaka podrijetlom iz zemalja tog dijela
svijeta.
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Chloramphenicolkontrolle in Fleischmustern, Fleischerzeugnissen und Fisch
Zusammenfassung
Zur Kontrolle des illegalen Gebrauchs und zur Kontrolle von Chloramphenicolresten wurden wéhrend 2010 aus allen Gebieten Kroatiens
Muskelmuster des Gewebes von Gefliigel (n=33), Rindern (n=109) und Schweinen (n=46), sowie Fleischerzeugnissen (n=21) und Fisch (n=7)
gesammelt. Die Chloramphenicolkonzentration wurde mittels Orientations-ELISA-Methode festgestellt, sowie durch die Bestdtigungsme-
thode der fliissig-chromatographie-tandem Spektometrie der Massen (LC-MS/MS). Durch die Validitct der Methoden wurde ihre Quantifi-
kationsféihigkeit unter des vorgegebenen Wertes der niedrigst verlangten Wirksamkeit der Methodenausfiihrung von 0,3 ug/kg bewiesen.
Die zu bestimmende Chloramphenicolkonzentrationen im Fleisch von Rindern, Schweinen, Gefliigel, Fleischerzeugnissen und Fisch bewegte
sich in der Spannweite von Minimalwert 0,177 bis Maximalwert 202,9 ng/kg. Die niedrigste mittlere Konzentration von 3,54 ng/kg wurde in
Fleischerzeugnissen festgestellt, und die hdchste von 15,8 ng/kg in Rindfleisch. In keinem der kontrollierten Fleischmuster und Fisch wurden
Konzentrationen liber 300 ng/kg vorgefunden. Mit Bezug auf die niedrigen Chloramphenicolkonzentrationen kann behauptet werden, dass
das Fleisch der kontrollierten Tiere fiir die Konsumation glinstig ist, bzw. kann dementsprechend festgestellt werden, dass in der Republik
Kroatien der Gebrauchverbot dieses Antibiotikums beachtet wird. In Bezug auf die vorgefundenen héheren Konzentrationen in Fleisch, Fisch
und Scampi des asiatische Ursprungs, ist eine stdndige Kontrolle der eingefiihrten Lieferungen aus diesen Ldndern nétig.
Schliisselwarter: Chloramphenicol, Fleisch, Fisch, ELISA, LC-MS/MS

Controllo di cloramfenicolo in campioni di carne, prodotti a base di carne e pesce

Sommario

Al fine di controllare I'uso illegale e dei residui di cloramfenicolo, durante il 2010 sono stati raccolti i campioni di tessuto musco-
lare pollame (n = 33), i bovini (n = 109) e dei suini (n = 46), i prodotti a base di carne (n = 21) e pesce (n = 7), da tutto il territo-
rio croato. Le concentrazioni di cloramfenicolo sono state determinate con il metodo ELISA, mentre il metodo di confermazio-
ne é stato il metodo di spettrometria di massa cromatografia-tandem (LC-MS/MS). La valutazione dei metodi ha dimostrato
la loro capacita di quantificazione al di sotto del valore dato dalla minore efficienza necessaria al 0,3 mg/kg. Le concentrazi-
oni di cloramfenicolo misurate in bovini, suini, pollame, prodotti a base di carne e pesce hanno variato da un valore minimo
di 0,177 fino ad un valore massimo di 202,9 ng/kg. La piti bassa concentrazione media di 3,54 ng/kg é stata trovata in prodo-
tti a base di carne, mentre la piu alta 15,8 ng/kg nella carne di bovini. In nessun campione di carne o di pesce sono state deter-
minate concentrazioni superiori a 300 ng/kg. Visto le bassi concentrazioni di cloramfenicolo determinate, si pud concludere
che la carne degli animali controllati é adeguato al consumo umano, e di conseguenza che in Repubblica di Croazia si rispetta il
divieto di uso di questo antibiotico. In conformita con i casi accertati di elevate concentrazioni in carne, pesce e gamberetti pro-
venienti dall’Asia, é necessario un costante controllo delle spedizioni di importazione dai paesi di questa parte del mondo.
Parole chiave: cloramfenicolo, carne, pesce, ELISA, LC-MS/MS

14-18.

RASFF (2002): Rapid alert system for food
and feed (RASFF): Annual report 2003, Publi-
cations Office of the European Union, Luxem-
bourg, Belgium.

RASFF (2003): Rapid alert system for food
and feed (RASFF): Annual report 2003, Publi-
cations Office of the European Union, Luxem-
bourg, Belgium.

RASFF (2004): Rapid alert system for food
and feed (RASFF): Annual report 2004, Publi-
cations Office of the European Union, Luxem-
bourg, Belgium.

RASFF (2005): Rapid alert system for food
and feed (RASFF): Annual report 2005, Publi-
cations Office of the European Union, Luxem-
bourg, Belgium.

RASFF (2006): Rapid alert system for food
and feed (RASFF): Annual report 2006, Publi-
cations Office of the European Union, Luxem-
bourg, Belgium.

RASFF (2007): Rapid alert system for food
and feed (RASFF): Annual report 2007, Publi-

MESO

cations Office of the European Union, Luxem-
bourg, Belgium.

RASFF (2008): Rapid alert system for food
and feed (RASFF): Annual report 2008, Publi-
cations Office of the European Union, Luxem-
bourg, Belgium.

RASFF (2009): Rapid alert system for food
and feed (RASFF): Annual report 2009, Publi-
cations Office of the European Union, Luxem-
bourg, Belgium.

RASFF (2010): Rapid alert system for food
and feed (RASFF): Annual report 2010, Publi-
cations Office of the European Union, Luxem-
bourg, Belgium.

RASFF (2011): https://

webgate.ec.europa.eu/rasff-window/ portal/

Dostupno na:

index.cfm? event=searchResultList.

Renning, H. T., K. Einarsen, T. N. Asp,
(2006): Determination of chloramphenicol
residues in meat, seafood, egg, honey, milk,
plasma and urine with liquid chromato-
graphy-tandem mass spectrometry, and the
validation of the method based on 2002/657/

EC.J. Chromatogr. A 1118, 226-233.

Scortichini, G., L. Annunziata, M. N.
Haouet, F. Benedetti, I. Krusteva, R. Galari-
ni (2005): ELISA qualitative screening of chlo-
ramphenicol in muscle, eggs, honey and milk:
method validation according to the Commi-
ssion Decision 2002/657/EC criteria. Anal.
Chim. Acta 535, 43-48.

Tajik, H., H. Malekinejad, S. M. Razavi-
Rouhani, M. R. Pajouhi, R. Mahmoudi, A.
Haghnazari (2010): Chloramphenicol re-
sidues in chicken liver, kidney and muscle: A
comparison among the antibacterial residues
monitoring methods of Four Plate Test, ELI-
SA and HPLC. Food Chem. Toxicol. 48, 2464—
2468.

WHO (2004): Food Additives series: 53,
Toxicological evaluation of certain veterinary
drug residues in food, pp. 7-84. World Health
Organization, Geneva.

Dostavljeno: 28.3.2011.
Prihva¢eno: 9.5.2011. @



