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Uvod
Kloramfenikol se kao veterinarski 

pripravak primijenjuje u tretmanu 
različitih infekcija životinja koje se 
koriste za proizvodnju hrane za ljud-
sku ishranu, zbog svog bakteriostat-
skog djelovanja protiv većine Gram 
pozitivnih i mnogih Gram negativnih 
bakterija, te također zbog spriječa-
vanja rasta i razmnožavanja rikecija, 
klamidija i mikoplazmi (Dowling, 

-
ramfenikola je inhibicija sinteze bje-
lančevina u bakterijskim stanicama 
te u stanicama koštane srži sisavaca 

-
ne odnosno parenteralne primjene 
kloramfenikol se u najvećem dijelu 
biotransformira glukurinidacijom u 
različitim organima ukljućujući jetru, 
bubreg i mišić u metabolite koji se 
transportiraju u cijelo tijelo i izlučuju 

-

Sa toksikološkog stanovišta klo-
ramfenikol je citotoksični, genotok-
sični i hematotoksični spoj koji u ljudi 
uzrokuje depresiju koštane srži te u 
najgorem slučaju i aplastičnu anemi-

-
jevima ireverzibilna aplastična anae-
mija može dovesti do leukemije pri 
čemu je utvrđena visoka stopa smrt-

pridonosi razvoju rezistentnih sojeva 
bakterija što također, pridonosi oz-
biljnim zdravstvenim problemima 

Zbog potencijalnog toksičnog 
utjecaja na ljude, te mogućnosti 
pronalaska metabolita u jestivim 
tkivima, primjena kloramfenikola u 

životinja čiji su proizvodi namijenje-
ni ljudskoj uporabi zabranjena je u 

Europska Unija uspostavila je i tzv. 
„zero tolerance“ te je kloramfenikol 
uvršten u skupinu supstanci za koje 
se maksimalno dozvoljena količina 
u namirnicama životinjskog podrije-
tla ne može odrediti iz toksikoloških 

RH je Naredbom o zabrani primjene 
određenih veterinarskih lijekova na 
životinjama čije se meso i proizvodi 

zabranjena upotreba kloramfenikola 
na životinjama koje se koriste u ishra-

zabrani, ostaci kloramfenikola su-
stavno se pronalaze u svim vrstama 
proizvoda životinjskog podrijetla što 
izaziva veliku zabrinutost potrošača u 
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Ključne riječi: kloramfenikol, meso, riba, ELISA, LC-MS/MS

1 dr. sc. Nina Bilandžić, znanstvena savjetnica, Ivana Varenina, dipl. ing. biotehnol., Božica Solomun Kolanović, dipl. ing. prehr. tehnol.; Laboratorij za odre-

đivanje rezidua, Odjel za veterinarsko javno zdravstvo, Hrvatski veterinarski institut, Zagreb



162 Vol. XIII [2011] | svibanj  - lipanj | broj 3

Kontrola kloramfenikola u uzorcima mesa, mesnih proizvoda i ribe 

U svrhu određivanja ostataka klo-
ramfenikola u hrani životinjskog po-
drijetla koriste se specifične i osjet-
ljive metode. Za kloramfenikol je u 
Europskoj Uniji propisana granica 
najmanje zahtjevane učinkovitosti 
izvedbe metode (MRPL, eng. mini-

mum required performance limit) od 

koncentraciju kloramfenikola u uzor-
ku koju primijenjena metoda mora 

se se kao orijentacijske metode za 
određivanje kloramfenikola koriste 
imunoenzimski testovi (ELISA) te 
plinska kromatografija (Scortichini i 

slučajevima uzoraka sa povišenim 
koncentracijama za određivanje i 
kvantifikaciju kloramfenikola primi-
jenjuju se potvrdne metode plinske 
i tekućinske kromatografije-tandem-
ske spektrometrija masa (GC-MS/MS, 

-

U ovoj studiji koncentracije klo-
ramfenikola određivane su imunoen-
zimskom orijentacijskom metodom, 
a uzorci s višim koncentracijama 
provjereni su tekućinskom kromato-
grafijom-tandemskom spektrome-
trijom masa. Ostaci kloramfenikola 
određivani su u mesu peradi, goveda 
i svinja te mesnim proizvodima i ribi 

Materijali i metode
Uzorkovanje

uzorci mišićnog tkiva peradi, goveda 
i svinja te mesnih proizvoda (pašte-
ta, hamburger, kobasice, hrenovke) 
i ribe sa svih područja Republike Hr-
vatske. Uzorci su držani na hladnom 
do dolaska u laboratorij gdje su podi-
jeljeni u manje komade, te zamrznuti 
na -18°C do analize. 

Kemikalije i uređaji
Za analizu kloramfenikola ELISA 

metodom korišten je test proizvo-
đača Laboratory of Hormonology 
(Marloie, Belgija) opremljen sa: mi-

-
dardne otopine kloramfenikola od 

-
ramfenikola, koncentrirani konjugat 
(kloramfenikol vezan peroksidazom), 
liofilizirana antitijela anti-kloramfeni-
kol, supstrat/kromogen otopina (pe-
roksid/TMB), pufer za razrijeđivanje, 

SO ), kon-
centrirani pufer za ispiranje. U ana-
lizama je korištena ultračista voda 

-1).

Standard kloramfenikola nabav-
ljen je od proizvođača Sigma (St. 
Louis, USA). Diklorometan, petroleter 
i amonij acetat, te metanol i dietileter 
(HPLC grade) i kolonice za pročišća-
vanje uzoraka C

18 

mL) nabavljene su od J. T. Baker (De-
venter, Netherlands). Aceton (HPLC 

grade) i mononatrij fosfat (p.a.) na-
bavljeni su od proizvođača Merck 
(Darmstadt, Germany), a metanol, 
dietileter i etil acetat (za pročišća-
vanje uzoraka za ELISA metodu) te 
natrij sulfat (bezvodni) od Carlo Erba 
(Milan, Italy). Izooktan, natrij klorid i 
dinatrijhidrogenfosfat dihidrat na-
bavljeni su od Kemike (Zagreb, Cro-

SOL spa (Monza, Italy). 
Za mobilnu fazu A za LC sustav 

korišten je 5 mM amonijacetat 
(CH

3
COONH ) pripremljen otapa-

Ac u 1 L ultra čiste 
vode. Za B mobilnu fazu korišten je 
metanol.

Za kromatografsku  separaciju ko-

USA). U pripremi uzoraka korišteni su 
slijedeći uređaji: mješalica IKA® Ultra-
Turrax® (IKA® -WERKE GMBH & CO.KG, 

(Hettich zentrifugen, Tuttlingen, Ger-
many), uparivač dušikom N-EVAP 
model 111 (Orgamonation Associa-
tes Inc., Berlin, USA). 

Vrijednosti apsorbance za ELISA 
metodu mjerene su na mikročitaču 
Tecan model Sunrise (Tecan Austria 
GmbH, Austria). Sustav za tekućinsku 
kromatografiju-tandemsku spekto-
metriju masa (LC-MS/MS) sastoji se 

Technology, USA). 

Priprema uzoraka 
za ELISA metodu
Meso se homogenizira, odvaže se 

3 g i miješa s 3 mL destilirane vode, 
 etilacetata. Intenzivno 

mL gornjeg sloja etilacetata i otpari 

˚C. Ostatak se otopi u 1 mL mješavine 

(iz kita). Intenzivno se miješa 1 minu-

Tablica 1. Rezultati iskorištenja i preciznosti metoda ELISA i  LC-MS/MS za određi-

vanje kloramfenikola u mesu

Metoda
Dodana 

koncentracija 
(µg/kg)

Izmjerena 
koncentracija

 (µg/kg)

Iskorištenje
(%)

Standardna

devijacija

CV
(%)

ELISA

Srednja vrijednost

LC-MS/MS

Srednja vrijednost 8,13
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x g. Ako se pojavi emulzija u gornjem 

vodenkastog gornjeg sloja.

Priprema uzoraka za LC-
MS/MS metodu

mješavinom acetona i diklormetana 
-

nja vode odvaja se supernatant te 
se nakon uparavanja u struji dušika 
ostatak otapa fosfatnim puferom sa 

-
šćavanje na SPE C18 kolonicama.

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

ELISA test
Prije analize se sve kemikalije tem-

-
peraturi. Koncentrat pufera za ispira-
nje priprema se prije upotrebe (1 mL 

-
rane vode). Koncentrat enzimskog 
konjugata (CAP-HRPO) razrijedi se 

razrjeđivanje). Također, liofilizirano 
antitijelo rekonstituira se dodava-

dobro promiješa.

Postupak testa provodi se slijede-
ćim redosljedom dodavanja reage-

otopine uzoraka u duplikatu. Zatim 

svaku jažicu. Ploča se dobro zatvori 
te snažno protrese (1 minutu) te in-

Zatim se ukloni otopina iz ploče i is-

pere tri puta sa pufe

-
ne za ispiranje na novi čisti upijajući 
papir do kraja se isprazne jažice lup-

svaku jažicu i dobro promiješa. Inku-

stop otopine u svaku jažicu i dobro 
promućka. Vrijednosti apsorbance 

-
nuta na mikročitaču (Tecan Austria 
GmbH, Salzburg, Austria).

Tekućinska 
kromatografija-tandemska 
spektometrija masa, LC-
MS/MS 
Kromatografska separacija na ko-

loni provodi se uz izokratni protok 

-
-

minute za stabilizaciju kolone.

Ionizacija molekula za maseni 
spektrometar provodi se izvorom za 
ionizaciju elektroraspršivanjem ESI 
(engl. Electrospray Ionization). Tem-

protok plina 5 L/min. Tlak u nebuli-
zeru iznosi 35 psi, a kapilara je pod 

-

ranja je multiplo skeniranje reakcija 
(MRM) pri negativnoj ionizaciji  čime 
se prate dvije molekulske mase (klo-

-

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 odnosno potvrdne metode (EC, 
-

mišićnog tkiva različitih vrsta živo-
tinjana. Za screening metodu ELISA 
određena je sposobnost dokaziva-

te je izračunata kao zbroj izračunate 
vrijednosti granične koncentracije 
CCα i standardne devijacije uzoraka 

-

CCα za ELISA metodu određena je 
kao zbroj srednje vrijednosti koncen-
tracije slijepih uzoraka i standardne 
devijacije odgovora slijepih uzoraka 

Granična koncentracija CCα LC-
MS/MS metode određena je obo-

-
nata kao zbroj vrijednosti najniže 
koncentracije validacijskog postup-
ka (C ) i standardne devijacije pri C  

Koncentracije kloramfenikola (ng/kg) u mesu goveda, svinja, peradi i 

mesnim proizvodima te ribi određene tijekom 2010. godine

Koncentracije kloramfenikola (ng/kg)

Vrsta mesa
Broj 

uzoraka
Minimum Maksimum

Srednja 
vrijednost

Standardna 
pogreška

Govedina 15,8*

Svinjetina 11,3*

Perad 33 15,5* 15,5

Proizvodi

Riba **

*

**
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(Sr/C
sposobnosti dokazivanja CCβ kori-
šteni su rezultati na sve 3 validacijske 

CCα i standradne devijacije pri CCα 

Iskorištenje i preciznost metoda 
određena je obogaćivanjem slijepih 
uzoraka CAP u tri serije na 3 koncen-

Statistička analiza
Statistička analiza provedena je 

programom StatisticaÒ Ò, 
Inc., Tulsa, USA). Koncentracije klo-
ramfenikola određene u mišićnom 
tkivu izražavane su kao minimalna i 
maksimalna određena koncentraci-
ja, srednja vrijednost ± standardna 
pogreška. Primijenjen je t-test za 
određivanje razlike između srednjih 
vrijednosti koncentracija kloramfe-
nikola između vrsta mesa. Statistički 
značajne razlike izražavane su na ni-

Rezultati i diskusija
U ovome radu koncentracije klo-

ramfenikola određivane su ELISA me-
todom, a uzorci sa višim vrijednosti-
ma provjeravani su LC-MS/MS meto-
dom. Rezultati iskorištenja odnosno 
točnosti metoda prikazani su u Tabli-
ci 1. Određeno je ukupno iskorištenje 

rezultata metoda nije značajno što 
pokazuju koeficijenti varijacije (CV 

-

kg a njena sposobnost dokazivanja 

dokazivanja CCβ za ELISA metodu je 

Vrijednosti koncentracija kloram-
fenikola u vrstama mesa, mesnim 
proizvodima i ribi  prikazane su u 

-
ramfenikola u svim vrstama mesa te 
proizvodima kretale su se u rasponu 

Nisu utvrđene koncentracije iznad 

ng/kg. Najniža srednja koncentracija 

proizvodima, a najviša od 15,8 ng/kg 
u mesu goveda. Statističkom anali-
zom utvrđeno je da su koncentracije 
kloramfenikola određene u mesnim 
proizvodima značajno niže od vri-
jednosti određenih u mesu goveda, 

Utvrđene najviše koncentracije 

su potvrdnom metodom LC-MS/MS. 
Utvrđene koncentracije bile su ispod 
vrijednosti granične koncentracije 

negativnog uzorka i standarda klo-
ramfenikola prikazani su na Slici 1. 

Usprkos zabrani primjene ostata-
ci kloramfenikola kontinuirano se 
pronalaze u svim vrstama proizvoda 
životinjskog podrijetla što pokazuju 
podaci sustava brzog uzbunjivanja 
za hranu i hranu za životinje RASFF 
(engl. Rapid Alert System for Food and 

Feed) u Europskoj Uniji. U zadnjem 
desetljeću zabilježen je znatan broj 
prijava upotrebe kloramfenikola u 
proizvodima životinjskog podrijetla 

uzoraka povišenih koncentracija klo-

sadržavale ostatke kloramfenikola 
bile su u najvećem broju podrijetlom 
iz Kine i jugoistočne Azije (WHO, 

RASFF sustavom prijavljene su povi-
šene koncentracijame kloramfeniko-
la u: 33 uzorka mesa različitih vrsta 

Najviše koncentracije kloramfeni-
kola utvrđene RASFF sustavom odre-

-

iz Kine. Također, u svježoj piletini 

utvrđena je koncentracija kloramfe-

izrazito visoka koncentracija kloram-

podrijetlom iz Kine. 

prijavljeni su slijedeći slučajevi povi-
šenih koncentracija kloramfenikola u 

kg) podrijetlom iz Vijetnama, slana 

Slika 1. LC-MS/MS kromatogram uzorka mesa i otopine standarda kloramfenikola od 
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podrijetlom iz Indije, te tri pošiljke 

-
nim istraživanjima povišene koncen-
tracije kloramfenikola utvrđene su u 
tkivu peradi u sjevernoistočnom Ira-

mg/kg u mišiću, 55 mg/kg u bubregu, 
  

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 
određene vrlo niske koncentracije 
kloramfenikola. Također, sukladno 
velikom broju utvrđenih slučajevima 
povišenih koncentracija kloramfeni-
kola u Europskoj Uniji u mesu i ribi 
te škampima podrijetlom iz Azije, 
smatramo da postoji potreba za su-
stavnom kontrolom ovog antibiotika 
u uvoznim proizvodima iz tog pod-
ručja.

Zaključak
U ovome radu primijenjene su va-

lidirane i osjetljive metode imuno-
enzimska ELISA te potvrdna metoda 
tekućinske kromatografije-tandem-
ska spektometrija masa LC-MS/MS u 
određivanju ostatka kloramfenikola 
u mesu, mesnim proizvodima i ribi. 
Validacijom je dokazano da obje me-
tode zadovoljavaju odnosno da ima-
ju sposobnost kvantifikacije ispod 

kg. 

Određivane koncentracije kloram-
fenikola u mesu goveda, svinja, pera-
di, mesnim proizvodima te ribi kreta-

nisu utvrđene koncentracije iznad 

niske koncentracije kloramfenikola 
može se zaključiti da je meso konto-
liranih životinja prikladno za konzu-
maciju, odnosno provedena kontrola 
upućuje na zaključak da u Republici 
Hrvatskoj nema ilegalne uporabe 

tog antibiotika. 

Sukladno utvrđenim slučajevima 
povišenih koncentracija u Europ-
skoj Uniji u pošiljkama mesa, ribe te 
škampa iz Azije, smatramo da je po-
trebna stalna kontrola uvoznih poši-
ljaka 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 während 2010 aus allen Gebieten Kroatiens 

Muskelmuster des Gewebes von Geflügel (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 Bestätigungsme-

thode der flüssig-chromatographie-tandem Spektometrie der Massen (LC-MS/MS). Durch die Validität der Methoden wurde ihre Quantifi-

kationsfähigkeit unter des vorgegebenen Wertes der niedrigst verlangten Wirksamkeit der Methodenausführung von 0,3 µg/kg bewiesen. 

Die zu bestimmende Chloramphenicolkonzentrationen im Fleisch von Rindern, Schweinen, Geflügel, 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 höchste von 15,8 ng/kg in Rindfleisch. In keinem der kontrollierten Fleischmuster und Fisch wurden 

Konzentrationen über 300 ng/kg vorgefunden. Mit Bezug auf die niedrigen Chloramphenicolkonzentrationen kann behauptet werden, dass 

das Fleisch der kontrollierten Tiere für die Konsumation günstig ist, bzw. kann dementsprechend festgestellt werden, dass in der Republik 

Kroatien der Gebrauchverbot dieses Antibiotikums beachtet wird. In Bezug auf die vorgefundenen höheren Konzentrationen in Fleisch, Fisch 

und Scampi des asiatische Ursprungs, ist eine ständige Kontrolle der eingeführten Lieferungen aus diesen Ländern nötig.

Schlüsselwörter: 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 l’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 è stato il metodo di spettrometria di massa cromatografia-tandem (LC-MS/MS). La valutazione dei metodi ha dimostrato 

la loro capacità 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 più bassa concentrazione media di 3,54 ng/kg è stata trovata in prodo-

tti a base di carne, mentre la più 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 può concludere 

che la carne degli animali controllati è adeguato al consumo umano, e di conseguenza che in Repubblica di Croazia si rispetta il 

divieto di uso di questo antibiotico. In conformità con i casi accertati di elevate concentrazioni in carne, pesce e gamberetti pro-

venienti dall’Asia, è necessario un costante controllo delle spedizioni di importazione dai paesi di questa parte del mondo. 

Parole chiave: cloramfenicolo, carne, pesce, ELISA, LC-MS/MS


