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Rezidue kokcidiostatika
u proizvodima animalnog
podrijetla nakon primjene

u peradi
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Uvod

U humanoj i veterinarskoj medicini
u uporabi je veliki broj veterinarskih
lijekova u koje ubrajamo antibakterijske,
antifungalne, antiviralne i antiparazitske
lijekove. Samo su neke od tih tvari
dopustene za uporabu u profilakticke
svrhe pri uzgoju Zivotinja ciji se proizvodi
stavljaju na trziSte kao hrana, a nakon
njihove primjene u terapiji se propisuje
karencija.

Zbog pretjerane uporabe antibiotika
i drugih veterinarskih lijekova pri
uzgoju Zivotinjana gospodarstvima, kao
promotora rasta i u terapijske svrhe, u
hrani Zivotinjskog podrijetla pojavljuju
se rezidue, tj. ostaci farmakoloSki
djelatnih tvari za koje je dokazano
ili postoji sumnja da su Skodljivi po
ljudsko zdravlje. Moguce su toksi¢ne
i alergijske reakcije u potrosaca,
ili neizravho mogu prouzrodciti i
probleme, kroz indukciju antibioticke
rezistencije u bakterija. Konzumacija
malih koli¢ina antimikrobnih tvari
moze izazvati razvoj rezistencije
kod bakterija koje cine wuobicajenu

mikrobiotu intestinalnog trakta ljudi i
zivotinja, a tako se steCena rezistencija
Cesto prenosi medu bakterijama
horizontalnim i vertikalnim transferom
gena odgovornih za rezistenciju
(Andam i sur., 2011.).

Brojnim veterinarskim lijekovima ili
je propisana najveca dopustena koli¢ina
(NDK) ili su zabranjeni za uporabu. Kod
primjene veterinarskih lijekova bitno
je poznavati na¢in na koji se tvar kad
dode u organizam Zzivotinje metabolizira,
koja su ciljna tkiva u kojima se mogu
detektirati njihovi zaostatci i koliko je
vremena potrebno da se iz organizma
izluce. Za svaki lijek odobren za uporabu
u zivotinja provode se toksikoloske
i kineticke studije. Kod odredivanja
prisutnosti  zaostataka  veterinarskih
liiekova u svrhu odredivanja vremena
zadrzavanja i eliminacije lijeka i njegovih
metabolita, potrebne su selektivne i
prezicne analiticke metode. Metode se
podvrgavaju validacijskim postupcima
koji u potpunosti opisuju njene
karakteristike.
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Intenzivni uzgoj peradi =zahtijeva
koristenje kokcidiostatika u preventivne
i terapijske svrhe. Studije koje istrazuju
stupanj  zaostajanja i  eliminacije
kokcidiostatika u organizmu peradi
kao i zadrzavanje rezidua u njihovim
tkivima i jajima vazne su u kontroli
zdravstvene ispravnosti hrane. Cilj ovog
rada je prikazati kemijske karakteristike
kokcidiostatika, njihovu kinetiku u
organizmu nakon primjene te vaznost
provedbe eliminacijskih  studija o
njihovom zadrzavanju u ciljnim tkivima.

Kokcidiostatici i mehanizam
djelovanja na parazite iz roda
Eimeria

Kokcidioza je parazitska bolest pro-
uzrocena jednostani¢cnom protozoonom
roda Eimeria koja prouzroci narusavanje
integriteta mukoze S$to pogoduje rastu
bakterija (Taylor i sur., 2015.).

Zbog velikog reproduktivnog po-
tencijala, prezivljavanja sporuliranih
oocisti u stelji te razlicite patogenosti,
kokcidioza predstavlja najces¢u bolest
intenzivne proizvodnje peradi. Iz nave-
denog jasno je da danasnja intenzivna
proizvodnja peradi nije moguca bez
kontrole kokcidija kokcidiostaticima,
kokcidiocidima ili cijepljenjem (Taylor i
sur., 2015.). (Slika 1).

Antiprotozoarnilijekovisulijekovikoji
imaju vaznu ulogu u terapiji parazitoza,
posebice u peradarskoj industriji (Slika
2), prouzrocenih vrstama iz roda Eimeria
(Bozickovi¢ i sur., 1993.). Kokcidiostatici
namijenjeni za prevenciju kokcidioze
u ptica koriste se pojedinacno ili u
kombinaciji, a znacajniji medu njima su:
amprolij, klopidol, diklazuril, etopabat,
halofuginon, lasalocid, maduramicin,
monenzin, narazin, nikarbazin, robenidin
i salinomicin te ponekad sulfonamid
sulfakvinoksalin (Taylor i sur., 2015.).
Spomenuti lijekovi su ve¢ duZze vrijeme u
primjeni, stoga se u profilaksi i lijeenju
trebaju primjenjivati procedure koje se
temelje na kontroliranoj izmjeni lijekova.
Cjepiva koja sadrze oslabljene sojeve
patogenih vrsta kokcidija za primjenu
u peradi najces¢e se kod dugozivucih
zivotinja koriste u preventivne svrhe, a
rjede za brojlere (Taylor i sur., 2015.).

Kokcidiostatici se dijele na karbok-
silirane ionofore: monensin, lasalocid,
narasin, salinomicin, maduramicin i
semduramicin, koji su prema kemijskoj
strukturi klasificirani kao antibiotici po-
lieteri. Ionofori se koriste samostalno ili
u kombinaciji s kemijskim kocidiosta-
ticima. Sljedeca grupa kokcidiostatika
su kemijski kokcidiostatici koji imaju
razlicite kemijske strukture: karbanilidi
(nikarbazin), triazinoni (toltrazuril), ben-
zenski acetonitrili (diklazuril), gvanidini

Slika 1. Prikaz oociste i meronata (shizonata) kokcidije Eimeria tenella - nativni razmaz strugotine
slijepog crijeva kokosi s cekalnom kokcidiozom (100 x) (Fotografija Hrvatskog veterinarskog instituta).
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(robenidin), piridini (klopidol), tiaminski
antagonisti (amprolij), kinozalini (halofu-
ginon), kinoloni (dekokvinat, nekvinat).

Nacin djelovanja polieterskih ionofora
razlikuje se od ostalih antimikrobnih
supstancija. Nazivaju ih jo$i transportnim
antibioticima jer djeluju na nacin da se
inkorporiraju u membranu stanice tvoreci
svojevrsne ionske tunele te prouzroce
gubitak iona i oStecenja stanice (Novilla,
2007.).

U uporabi je 7 karboksilnih ionofora
u svrhu terapije kokcidioza ili kao pro-
motora rasta te boljeg iskoriStenja krmne
smjese. Prva primjena kokcidiostatika
zabiljeZena je 1971. godine uporabom
monenzina u lije¢enju kokcidioze u pili¢a
(Novilla, 2007.). Nekoliko godina kasnije
monenzin je uporabljen kao promotor ra-
sta stoke i kao sredstvo za povecanje isko-
ristivosti krmne hrane (Novilla, 2007.).
Zatim je 1977. godine primijenjen lasalo-
cid za sprjecavanje kokcidioze i poticanje
rasta pri uzgoju peradi (Novilla, 2007.).
Dopustenje za koriStenje u peradarstvu
ubrzo su dobili i salinomicin (1983. go-
dine), narasin (1986. god.) i madurami-
cin (1989. god.) (Novilla, 2007.). Razvoj
genetickog i biokemijskog inZenjerstva
je omogucio ekonomicniju proizvodnju
polieterskih antibiotika maduramicina
(soj producent Actinomadura yumensis),
monenzina (soj producent Streptomyces
cinnamonensis), lasalocida (soj producent
Streptomyces lasaliensis) i salinomicina (soj
producent Streptomyces albus), najvaznijih
komercijalnih kokcidiostatika (Dworkin i
sur., 2006.).

Ionofori su tvari koje su topive u
mastima, a tvore dinamicke rever-
zibilne komplekse s Na, K i Ca*
ionima i na taj nacin olakSavaju pro-
tok specifi¢nih iona kroz bioloske mem-
brane (Novilla, 2007.). Rezultat velike
specificnosti karboksilnih ionofora pre-
ma Na* ionima su visoke koncentracije
unutarstaniénog Na* (Slika 3). Prema
najnovijim istraZivanjima ionofor veze
natrijev kation i tvori sol pri ¢emu se s

Slika 2. Prikaz kaveznog uzgoja kokosi nesilica
(Fotografija Hrvatskog veterinarskog instituta).

karboksilne grupe otpusta proton; zatim
u takvom kompleksu premjesta kation
na suprotnu stranu lipidne membrane
i otpuSta ga, a karboksilna se skupina
protonira. Takva neutralna molekula
prelazi na vanjsku stranu membrane i
moze zapoceti novi prijenos (Lowicki i
Huczynski, 2013.). Kod povecanja kon-
centracije Na' iona, stanica pokuSava
izjednaciti ionski gradijent izbacivan-
jem K*iona. Protok K* iona je sporiji pa
se povecanje koncentracije Na* unutar
stanice kompenzira izlaskom H* iona
iz stanice i povecanjem alkaliteta un-
utar stanice (Dorne i sur., 2013.). Prom-
jene u koncentraciji iona unutar stanice
prouzroce promjene na organelama i
ostecenje stanice (Novilla, 2007.); ujedno
povecani maseni udio Na* iona unutar
stanice povecava i unutarstanicnu kon-
centraciju Ca* zahvaljuju¢i mehanizmu
izmjene Na*/Ca*(Greif i sur., 2001.).
Uvodenjem neravnoteze koncen-
tracijskog gradijenta iona, polieterski
antibiotici prouzroce: povecan ulazak
vode u stanicu, promjenu unutarstani¢ne
pH vrijednosti, povecanje koncentracije
Ca*iona, peroksidaciju lipida, bubrenje
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Slika 3. Utjecaj ionofora na dinamiku iona kod
kokcidija (prilagodeno iz Novilla, 2007.).

i razaranje citoplazmine membrane i is-
crpljivanje  energetskih zaliha stanice
(Reeves, 2012.).

Razli¢iti ionofori ne pokazuju jednaki
afinitet za sve katione, $to ovisi o afinitetu
karboksilnih grupa prema protonima
ili afinitetu liganda prema metalnim
kationima (Bergen i Bates, 1984.).

Karboksilni ionofori izravno utjecu
na spolni i nespolni stadij rasta u
kokcidija Eimeria vrsta. Ionofori utjecu
na stabilnost membrane i osmotskog
tlaka ekstracelularnih sporozoita i
merozoita. Nedostatak organela za
regulaciju osmotskog tlaka kokcidije ¢ini
osjetljivima na male promjene osmotkog
tlaka (Lindsay i Blagburn, 1995.).

U studijama u kojima je istrazivan
utjecaj karboksilnih ionofora na slobodne
sporozoite Eimeria spp. uocen je povecan
maseni udio Na* u parazitu, smanjena
razina ATP-a unutar sporozoita Sto
stimulira glikolizu, poveéanje osmotskog
tlaka unutar sporozoita u razvoju te
ulazak vode, tada parazit bubri te nastaju
osteenja organela iz cdega proizlazi
ugibanje stanice. Kokcidije u stadijima
sporozoita i merozoita, prisutne u
intestinalnom sustavu ciljevi su mnogih
ionofora, dok su prve unutarstani¢ne
generacije dokazano najvise osjetljiive na
kokcidiostatik lasalocid (Novilla, 2007.).

Molekula maduramicina, molarne
mase 934,16 g/mol, je razgranate
strukture s polioksigeniranim

karboksilnim kiselinama (EFSA, 2008.b).
Maduramicin se pojavljuje u dva

strukturna oblika; a- i B-maduramicin
s razlikom u funkcionalnoj grupi na A
prstenu koja moze biti -OCH, ili -OH.
Zahvaljuju¢i svojoj strukturi bogatoj
alkilnim grupama te samoj ¢injenici Sto je
molekula razgranata, alfa-maduramicin
ima vedi afinitet za monovalentne katione
te se uglavnom u tom obliku koristi ili kao
aditiv u hrani za Zivotinje ili u terapijske
svrhe.

Ellestad i sur. (1985.) su ustanovili
da maduramicin tvori soli s monova-
lentnim i divalentnim kationima, a ti-
jekom uzgoja Actinomadura yumaensis
se u hranjivoj podlozi nalazi u formi
slobodne kiseline. Veliki afinitet prema
kationima dovodi do brzog hvatanja
prisutnih monovalentnih kationa. Do-
kazano je da najvedi afinitet pokazuje
prema amonijevim, kalijevim i natrije-
vim ionima. Kristalografijom su dobi-
vene slike nastalih soli maduramicina
pri ¢emu su vidljive pseudociklicke
strukture s liofilnim metilnim grupama
na vanjskim krajevima i atomima kisika
u obliku etera prema sredistu struktu-
re §to ih ¢ini molekulama koje se lako
mogu uklopiti u stani¢cne membrane.
Metalni ion osiguravajuc¢i maksimalni
dodir s kisikovim atomima uklapa se u
prostornu strukturu i neutralizira naboj
molekule (Ellestad i sur., 1985.).

Monenzin, kao monokarboksilna
kiselina polietera se koristi i kao lijek
protiv kokcidioze, a ujedno ima i
antimikrobno djelovanje. Monenzin je
odobren kao kokcidiostatik za pilice
u tovu s maksimalnim dopustenim
masenim udjelom od 100-125 mg/kg te
procijenjenim vremenom zadrzavanja
rezidua od 3 dana. Kineticke studije
pokazuju da se monenzin vecinom
zadrzava u jetri, a podatci za neciljne
skupine kao Sto su kokosi nesilice nisu
dostupne. Toksikoloske studije dale su
prosjecnu NOAEL (Engl., No-observed-
adverse-effect-level) vrijednost od 0,3 mg/
kg tjelesne tezine, tj. ADI (Engl., Acceptable
daily intake) iznosi 3 pug/kg (EFSA, 2008.a).
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Toltrazuril se kao triazintrionski
derivat cesto koristi i u prevenciji i
terapiji kokcidioze u pili¢a s terapijskom
dozom od 7 mg/kg tjelesne tezine po
danu (EMEA, 1998.) te u pura, svinja i
ostale stoke, a zabranjen je za uporabu
u peradi Cija se jaja koriste za prehranu
ljudi. Utvrden je toksikoloski ADI limit
za toltrazuril od 120 ug/kg tjelesne
mase. Toltrazutil sulfon je glavni marker
toltrazurila jer je u najvecem postotku
detektiran u svim tkivima, s najveéim
udjelom od 92% u jetri. Provedena je
studija eliminacije toltrazuril sulfona u
goveda nakon primjene 15 mg/kg tjelesne
tezine. Najveéi zaostatci toltrazuril
sulfona zamijeceni su u jetri pri masenom
udjelu od 4500 pg/kg 28 dana nakon
administracije lijeka, a tek nakon 70 dana
maseni udio u jetri je bio ispod limita
kvantifikacije metode. Metoda kojom je
odredeno vrijeme eliminacije toltrazurila
imala je limit kvantifikacije od 40 pg/kg
za jetru (EMEA, 2008.).

Rezistencija na kokcidiostatike

Sirenje rezistencije na antimikrobne
tvari temelji se na vertikalnom i
horiziontalnom prijenosu gena.
Zajednicki termin za sve gene odgovorne
za rezistenciju je antibioticki rezistom.
Rezistencija na antibiotike ocituje se
kroz 4 glavna biokemijska mehanizma:
inaktivacija antibiotika modifikacijom
njegove strukture, promjena ciljanog
mjesta djelovanja antibiotika, promjena
aktivnosti efluks-pumpi i promjene u
permeabilnosti stanicne membrane te
premoséivanje ciljanog mjesta djelovanja
antibiotika mijenjanjem  inhibiranog
metabolizamskog puta (Dzidi¢ i sur,
2008.).

Ucestalost koriStenja veterinarskih
lijekova u prevenciji i lijeCenju zivotinja,
kao i uporaba u svrhu promotora rasta
zivotinja, razlog je rasprostranjenosti
tih tvari u prirodnim ekosustavima
(Martinez, 2009.) (Slika 4).
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Slika 4. KruZenje antimikrobnih supstancija u
prirodnim ekosustavima (vlastita slika)

Iako se u pocetku smatralo da kok-
cidije peradi ne mogu brzo razviti rezi-
stenciju, uporaba istih kokcidiostatika
kroz odredeno vrijeme ipak je prouzro-
¢ila pojavu smanjene osjetljivosti i re-
zistencije (Chen i sur., 2008.). Javlja se i
unakrizna rezistencija Sto znaci da uz
prisutnu rezistenciju na odredeni kokci-
diostatik i drugi slican proizvod pokazu-
je slabiju ucinkovitost u lijecenju. Takav
oblik rezistencije je raSiren za ionoforne
kokcidiostatike jer imaju isti mehanizam
djelovanja (Peek i Landman, 2003.). Sve
su Cesci dokazi o pojavi rezistencije kok-
cidija na poznate kokcidiostatike (Peek i
Landman, 2003., Chen i sur., 2008.). De-
tektirane su grupe gena koji pridonose
fizioloskim i biokemijskim promjenama
povezanim s mehanizmom razvoja re-
zistencije na maduramicin i monenzin u
vrsta Eimeria tennela. Vrsta E. tenella ra-
zvila je rezistenciju na nacin da smanjuje
aktivnost ionofora kroz smanjenje afinite-
ta vezanja ionofora na membranu. Chen
i sur. (2008.) navode razlic¢ite mehanizme
rezistencije za maduramicin i monenzin.
U soja E. tennela rezistentnog na madura-
micin (gen za MadR) istaknuta je poveca-
na ekspresija gena za strukturni protein
kolagena kao i pojacana ekspresija gena
odgovornih za polimerizaciju i depoli-
merizaciju mikrotubula koji osiguravaju
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stani¢nu C¢vrstocu, pokretljivost i unu-
tarstani¢ni transport. Takve promjene u
genskoj ekspresiji dovode do povecane
¢vrstoce membrane, smanjene propusno-
sti, a time i teZe postizanje neravnoteze
osmotskog tlaka. U fazi razvoja sporo-
zoita i merozoita javlja se smanjena ek-
spresija dva tansportna proteina, ¢ime se
znatno smanjila potrosnja energije, a time
i ugradnja antikokcidijskih tvari. Ionofor-
ni kokcidiostatici, kao inhibitori enzima
za biosintezu amilopektina (spremista
ugljikohidrata kod mnogih parazita iz
roda Apicomplexa), prouzroce smanjenje
koli¢ine dostupne energije za preZivljava-
nje parazita, posebno potrebne za stadije
razvoja parazita izvan nositelja (Schmatz,
1997., Harris i sur., 2004.). Upravo je to
glavni uzrok ugibanja osjetljivih para-
zita. Rezistentni sojevi imaju inhibirani
metabolizam Secera te su stoga otporniji
na djelovanje kokcidiostatika madura-
micina (Chen i sur., 2008.). Rezistencija
na kokcidiostatike se smatra fizioloSkom
adaptacijom, a ne mutacijom per s, jer je
posredovana izvanstani¢nim polisahari-
dima koji onemogucuju vezanje kokcidi-
ostatika na membranu kokcidija.

Utjecaj kemijskih svojstava
kokcidiostatika na kinetiku
raspodjele rezidua u jajima
Kokosi nesilice su najéeS¢a neciljna
skupinakojajeizlozenakokcidiostaticima.
Hrana za neciljne skupine Zivotinja
je najces¢e kontaminirana zaostacima
kokcidiostatika, koje su u hranu dospjele
iz prethodnih Sarza proizvedene hrane
s kokcidiostaticima namijenjene ciljnim
vrstama (Olejnik i sur., 2014.). Grani¢ne
koncentracije koje opisuju dopustenu
koli¢inu kokcidiostatika u jajima i krmnoj
smjesi Cesto nisu potkrijepljene valjanim
istrazivanjima o zadrzavanju i eliminaciji.
Stovige, zbog razlika u kinetici medu
kokcidiostaticima, studije o zadrzavanju
i eliminaciji potrebno je provesti za

svaki pojedini kokcidiostatik. Kinetika
zadrzavanja razlikuje se za podrudja
primjene od minimalnog dopustenog
masenog udjela u krmnoj smjesi u
kojem kokcidiostatik moZe zaostati kao
kontaminant, do masenog udjela koji je
propisan za krmnu smjesu za zivotinjske
vrste za koje je primjena kokcidiostatika
dopustena (Varenina, 2015.).

Afinitet vezanja veterinarskih lijekova
u tkivu nakon njihove primjene ovise o
njihovim kemijskim svojstvima kao Sto
su molarna masa, lipofilnost, konstanta
disocijacije i afinitet vezanja na proteine.
Koko$ nesilica nese jaje svaka 24 sata,
a svakom jajetu je potrebno nekoliko
dana kako bi se razvilo in vivo, pri ¢emu
su neke komponente jajeta prisutne u
organizmu i nekoliko mjeseci prije nego li
je jaje sasvim razvijeno i sneseno. Nakon
primjene veterinarskih lijekova moze biti
potrebno ¢ak nekoliko tjedana da jaje ne
bi sadrzavalo rezidue primijenjenog lijeka
(Goetting i sur., 2011.). Uzimajudi u obzir
tri glavne komponente jajeta, Zumanjak
ima najduzi razvojni period. Lipoproteini
kao prekursori zumanjka nastaju u jetri i
cirkulacijom se transportiraju u folikule
ovarija. Prije nego li je jaje izneseno
zumanjak intenzivno raste tijekom 10
dana, ¢ime je i ubrzana akumulacija
veterinarskih lijekova u Zumanjku,
dok se nakon toga bjelanjak formira
kroz svega nekoliko sati, ali moze biti i
mjesto zaostajanja veterinarskih lijekova
(Goetting i sur., 2011.).

Tendencija vezanja lijeka za proteine
u plazmi, hidrofobnost ili hidrofilnost
te mogucnost transporta kroz razlidite
vrste tkiva su glavne karakteristike koje
utjeu na distribuciju lijeka u Zumanjku
ili bjelanjku jajeta (Martinez i sur,
2006.). Iako je u prijasnjem istrazivanju
postavljen model koji opisuje prijenos
veterinarskih lijekova (Vandenberge,
2012.), njime se ne moZe objasniti
distribucija kokcidiostatika.

Distribucija i vrijeme zadrzavanja
zaostataka kokcidiostatika u jajima
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ne moze se predvidjeti na temelju
postojecih kineti¢kih podataka utvrdenih
u eksperimentima s pili¢cima (EFSA,
2008.b).

Istrazeni su zaostatci maduramicina,
monenzina i toltarzurila u jajima
nesilica, koje su kao neciljne vrste
Cesto izlozene aditivima za ciljne vrste
(Varenina i sur., 2015.). Poznavanjem
kinetike kokcidiostatika u ovisnosti
o primijenjenom udjelu u krmnoj
smjesi moguce je predvidjeti vrijeme
zadrzavanja pojedinih kokcidiostatika
koji su po kemijskim svojstvima slicni.

U istrazivanju gdje su uzorkovana jaja
kokosi nesilica kojima je putem krmne
smjese primjenjivan maduramicin kroz
14 dana (5; 1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,025 mg/kg),
maseni udio maduramicina u bjelanjcima
ako ga usporedimo s masenim udjelima
u uzorcima zumanjaka bio je zanemariv.
Deseti dan tretmana krmnom smjesom
s maksimalnim udjelom maduramicina
od 5 mg/kg detektiran je maksimalni
maseni udio maduramicina u bjelanjku
od 3,0 ug/kg, dok je u uzorku zumanjka
jaja uzorkovanih istog dana za tu grupu
maseni udio maduramicina iznosio 2369,2
ug/kg. Za ostale grupe nesilica u uzorcima
bjelanjaka maseni udjeli maduramicina
nisu iznosili vise od 0,8 ug/kg (Varenina
i sur., 2015.). Takvi rezultati ukazuju na
visoku lipofilnost molekule te rezidue
nece biti zastupljene u bjelanjcima pri
znacajnim masenim udjelima niti nakon
koriStenja krmnih smjesa s visokim
udjelima tog kokcidiostatika.

U pokusu u kojem su kokosi nesilice
tretirane toltrazurilom zaostajanje tol-
trazurila bilo je znatno vece u Zumanjci-
ma nego u bjelanjcima, dok je raspodjela
metabolita toltrazuril sulfona u bjelanjci-
ma i Zumanjcima bila ujednacena (Vare-
nina i sur., 2012.). U istrazivanju prove-
denom s halofuginonom, ¢ija molekula
ukazuje na bolju polarnost, zapazena je
priblizno jednaka distribucija halofugi-
nona u zumanjku i bjelanjku (Yakkundi
i sur., 2002.), dok su zahvaljuju¢i manjoj

polarnosti molekula, sli¢no kao i za ma-
duramicin, zaostatci dinitrokarbanili-
da (Cannavan i sur., 2000.) i lasalocida
(Kennedy i sur., 1996.) u ve¢em postot-
ku u Zumanjku jajeta. U eksperimentu s
monenzinom gdje je najvedi primijenjeni
maseni udio monenzina u krmnoj smje-
si bio 125 mg/kg uocena je podjednaka
raspodjela monenzina izmedu Zumanj-
ka i bjelanjka (Varenina i sur., 2016.). 1z
toga se da zakljuciti da ¢e se nepolarne
molekule s visokom lipofilnosc¢u slabije
apsorbirati, ali ¢e se pri uporabi visokih
masenih udjela u terapiji preko krmne
smjese, rezidue modi detektirati i u bje-
lanjcima.

Primjenom maduramicina u kokosi
nesilica dolazi do blagog porasta
zaostataka maduramicina u jajima od
prvog do tredeg dana tretmana, nakon
cega dolazi do naglog porasta masenih
udjela do maksimalnih vrijednosti.
Maseni udjeli maduramicina dosezali
su maksimalne vrijednosti izmedu
zadnjeg dana tretmana do treceg dana
nakon zavrSetka tretmana u masenim
udjelima u Zumanjcima od 24,3 pg/kg do
3313,1 ug/kg (Slika 5). Jedino uporabom
krmne smjese koja je kontaminirana s
0,5% maksimalnog dopustenog masenog
udjela maduramicina u krmnoj smjesi
namijenjenoj za pilice i pure, moze se
osigurati da su ostatci maduramicina
u jajima ispod propisanog limita
(Varenina i sur., 2015.). Prema direktivi
Europske zajednice, 2009. veé¢ kod
kontaminacije krmne smjese u omjeru
od 1%, koji je ujedno i dopusteni maseni
udio maduramicina u krmnoj smjesi
kao neizbjezno oneciS¢enje hrane za
zivotinje za koje ti dodatci nisu odobreni
za uporabu (Direktiva, 2009.), maseni
udio maduramicina u jajima prelazi
dopustenu koli¢inu u jajima od 12 ug/kg
(Uredba, 2012.). Maksimalni udio od 16,6
ug/kg postignutje 3. dan nakon zavrsetka
tretmana. MoZe se zakljuciti da koriStenje
krmne smjese s dopuStenom razinom
kontaminacije od 1% ne moZe osigurati

VETERINARSKA STANICA 48 (6), 451-463, 2017.



IVANA VARENINA, NINA BILANDZIC, DPURBICA BOZIC LUBURIC, BOZICA SOLOMUN KOLANOVIC, INES VARGA i RELJA BECK

Ji

300

200

1 e—

Miaseni udio maduramicing o fumanjku

P
k i 4}
P

=1-12-10 -8

} 3.8

Dani

9

——0,l mgkg
-0,05 make
0,025 me ke

ol

11 131517 19 21 23 25

Slika 5. Akumulacija i eliminacija maduramicina iz Zumanjaka uz primjenu 0,1; 0,05 i 0,025 mg/kg

maduramicina u sto¢noj hrani (Varenina i sur., 2015.]

rezultat analize maduramicina u jajima
nizi od propisane NDK vrijednosti.
Prilikom uporabe krmne smjese s
predvidenim postotkom kontaminacije
monenzinom od 1%, u wuzorcima
jaja monenzin zaostaje u masenim
udjelima manjim od propisane najvece
dopustene koli¢ine od 2 ug/kg u jajima.
Ipak, nakon primjene krmne smijese s
masenim udjelom od 10%, analiza jaja na
prisutnost rezidua monenzina pokazala
je nesukladne rezultate (Varenina i
sur., 2015.), tj. odredeni maseni udjeli u
jajima iznosili su 4,72 ug/kg, tj. vise od
propisanog limita od 2 ug/kg utvrdenog
Uredbom Europske zajednice, 2009.
Prema uredbi Europske zajednice,
2010., toltrazuril je zabranjen za uporabu
kao dodatak vodi za pice za perad Ccija
jaja se koriste za hranu te nije propisana
najveca dopustena koli¢ina u jajima. U
pokusu gdje je toltrazuril primijenjen
na kokosima nesilicama u vodi za pice,
terapijske doze su bile 75, 125 i 175
mg/L toltrazurila, a primijenjene su u 3
ponavljanja s razlikom od 5 dana. Drugi
dan nakon prve primjene toltrazurila,

maseni udjeli toltrazurila i toltrazuril
sulfona u jajima bili su viSestruko veci od
LOQ vrijednosti (Varenina i sur., 2012.).

Izrazavanje faktora prijenosa

rezidua kokcidiostatika

U svrhu izracuna faktora prijenosa
kokcidiostatika iz krmne smjese u matriks
jaja, za svaki od matriksa izracunata
je plato vrijednost masenih udjela
eliminacijskih krivulja, pomocu kojih se
moZe medusobno usporediti zaostajanje
svakog od kokcidiostatika. Faktor
prijenosa za svih Sest grupa nesilica
hranjenih razli¢itim masenim udjelima
maduramicina u krmnoj smjesi se kretao
od 0,13 do 0,37. Slicne vrijednost su
utvrdili Bodi i sur. (2012.) koji su proveli
pokus s masenim udjelima maduramicina
u krmnoj smjesi u rasponu od 0,01 do 0,05
mg/kg, gdje je faktor prijenosa bio od 0,18
do 0,34. Iz dobivenih rezultata se moze
zakljuditi da je prijenos maduramicina iz
krmne smjese u jaja neovisan o povecanju
masenog udjela u krmnoj smjesi te je
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srednja vrijednost faktora prijenosa
maduramicina iz krmne smjese u matriks
jaja iznosila 0,267 (Varenina i sur., 2015.).

Faktor prijenosa monenzina iz krmne
smjese iznosio je 0,0004, a faktor prijenosa
toltrazurila i toltrazuril sulfona iz vode za
pice u jaja iznosio je 0,011 za toltrazuril te
0,033 za toltrazuril sulfon.

U usporedbi s drugim studijama o
zadrzavanju kokcidiostatika u jajima,
prijenos maduramicina je izrazito visok.
Za lasalocid, halofuginon i nikarbazin
vrijednosti faktora prijenosa iznosile su
0,051 do 0,077, dok je za salinomicin,
monenzin i narazin omjer masenih udjela
u jajima i krmnoj smjesi iznosio od 0,0001
do 0,004 (Kennedy i sur., 1996., Cannavan
isur., 2000., Yakkundi i sur., 2002., Olejnik
isur., 2014.).

Povecanje masenog udjela madura-
micina u krmnoj smjesi linearno utjece
na povecanje udjela u jajima. Za podrudje
masenog udjela u krmnoj smjesi od 0,025
do 1 mg/kg procijenjeno je da je maseni
udio maduramicina u jajima (ug/kg) jed-
nak 356,8 puta maseni udio maduramici-
na u krmnoj smjesi (mg/kg). Takav faktor
moze koristiti u proracunu prosjecnog
masenog udjela u jajima nakon primjene
kontaminirane krmne smjese kokcidi-
ostaticima (Varenina i sur., 2015.).

Maseni udio monenzina u jajetu
za grupe I, II i III pokazale su linearnu
ovisnost o teoretskom masenom udjelu
monenzina u krmnoj smjesi. Za podrucdje
masenog udjela u krmnoj smjesi od
1,25 do 62,5 mg/kg procijenjeno je da je
maseni udio monenzina u jajima (ug/kg)
jednak 0,22 puta maseni udio monenzina
u krmnoj smjesi (mg/kg) (Varenina i sur.,
2016.).

Maseni udjeli zaostataka toltrazurila
linearno su povezani s koncentracijom
toltrazurila u vodi ¢ime se moze postaviti
definicija da je za podrucje koncentracije
toltrazurila od 75 do 175 mg/L maseni
udio toltrazurila u jajima (ug/kg) jednak
31,9 puta koncentracije u vodi (mg/L)
(Varenina i sur., 2012.).

Usporedbom s prijasnjim istraZivanji-
ma najvedi faktor prijenosa ostvaruje ma-
duramicin. U prijadnjim istraZivanjima
izracunati su faktori akumulacije za osta-
le kokcidiostatike; za semduramicin 61,9
(Olejnik i sur., 2014.), za halofuginon 77,2
(Yakkundi i sur., 2002.), za nikarbazin 51
(Cannavan i sur., 2000.), za lasalocid 64
(Kennedy i sur., 1996.). Maseni udio u ja-
jima za monenzin iznosi 0,12 puta mase-
ni udio u krmnoj smjesi (Kennedy i sur.,
1998., Vandenberge i sur., 2012.), dok je
maseni udio salinomicina 3,3 puta mase-
ni udio u krmnoj smjesi (Kennedy i sur.,
1996.).

Kinetika eliminacije rezidua
kokcidiostatika u jajima

Maseni udjeli maduramicina u
zumanjku nakon primjene pokazuju
eksponencijalni pad te logaritamska
funkcija masenog udjela maduramicina
u jajima rezultira linearnom ovisnosc¢u
o vremenu. Na taj nacin je prikazano i
odredeno vrijeme potrebno da vrijednost
masenog udjela maduramicina padne
ispod vrijednosti najveée dopustene
kolicine (NDK) ili ispod limita
kvantifikacije metode (LOQ). Prilikom
primjene krmne smjese koja sadrzi
dopustenu razinu maduramicina (< 1%
oneciS¢enja zbog kontaminacije, grupa
V) maseni ¢e udio maduramicina u
jajetu biti ispod regularnog limita tek
5,3 dana nakon tretmana. U slucaju da
krmna smjesa sadrzi propisani maseni
udjel maduramicina za ciljne skupine, 5
mg/kg maduramicina potrebno je 16,6
dana da maseni udio maduramicina
padne ispod NDK vrijednosti (12 pg/
kg) (Varenina i sur., 2015.). Prijasnja su
istraZivanja pokazala slicno zaostajanje
rezidua za semduramicin, gdje je maseni
udio semduramicina u jajima bio manji
od propisane NDK vrijednosti 7 dana
nakon zavrsetka tretmana (Olejnik i sur.,
2014.). Za maseni udio monenzina u
krmnoj smjesi od 125 mg/kg maseni udio
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u jajima manji je od 2 pg/kg nakon 11,7
dana (Varenina i sur., 2015.).

Administracijom toltrazurila posti-
gnute su dvije faze maksimalnih masenih
udjela primarnog oblika lijeka, toltrazuri-
la, i njegovog metabolita, toltrazuril-sul-
fona, nakon ¢ega funkcija masenih udjela
ima eksponencijalni pad. Na pocetku ad-
ministracije dominiraju ostatci toltrazuri-
la s ve¢im omjerom masenog udjela tol-
trazurila prema toltrazuril-sulfonu (TOL/
TOL-SULF), nakon cega taj omjer opada,
S$to dokazuje da se vedina toltrazurila me-
tabolizira i zadrzava u obliku toltrazuril-
sulfona, ¢iji se rezidui mogu kvantificirati
i nakon 32 dana od prestanka zadnje pri-
mjene lijeka (Varenina i sur., 2012.). Moze
se zamijetiti da koncentracija toltrazurila
u vodi za pice viSe utjeCe na vrijeme eli-
minacije toltrazuril-sulfona, te je stoga
odabran kao glavni marker zaostajanja
toltrazurila nakon njegove administraci-
je. Cak 32 dana nakon prestanka terapije
u Zumanjku je toltrazuril i dalje bio pri-
sutan u masenom udjelu od 55,8 ug/kg,
a toltrazuril-sulfon u masenom udjelu od
270,9 ug/kg, za grupu s koncentracijom
toltrazurila u vodi od 75 mg/L, $to odgo-
vara dozi od 10,35 mg toltrazurila po kg
mase nesilice i po danu. Toltrazuril, koji
je uz diklazuril jedan od predstavnika
triazinskih kokcidiostatika, distribuira se
kroz sva tkiva, lako se apsorbira u gastro-
intestinalnom traktu te stoga ima dugo
vrijeme zadrZavanja u jajima (Goetting i
sur., 2011.).

Zakljucci

Uzimaju¢i u obzir zastupljenost
istrazenih kokcidiostatika u Zumanjcima
i bjelanjcima, moze se =zakljuciti da
ukoliko tvari dominiraju u Zumanjku
jajeta kao rezidui, velika je vjerojatnost
da e vrijeme zadrzavanja biti i vise od 10
dana. To se moze protumaciti ¢injenicom
da razvojni proces Zumanjka zapocinje
nekoliko dana prije nego li ¢e jaje biti
snijeto, i to u jetri gdje nastaju prvi

prekursori Zumanjka. U usporedbi s tim,
bjelanjak se razvija svega nekoliko sati
prije nesenja jajeta.

Apsorpcija kemikalija iz
gastrointestinalnog sustava ovisi o
fizikalno-kemijskim svojstvima spoja,

kao Sto su lipofilnost i stupanj disocijacije.
Pretpostavka da s lipofilnos¢u raste
i apsorpcija kemikalija ne vrijedi za
supstance s izrazito visokom lipofilnos¢u
koje mogu imati nisku bioraspolozivost.
Razlog tome je da jako lipofilne molekule
mogu zaostati u lipidnoj strukturi
plazmine membrane, a pored toga su slabo
topljive u fluidima gastrointestinalnog
sustava Sto onemogucuje kontakt sa
sluznicom i njihovu apsorpciju (Dirikolu
i sur.,, 2009.). Tako se moze objasniti
pojava da primjena monenzina u visokim
masenim udjelima, zbog svoje viske
lipofilnosti i mniske bioraspolozivosti
rezultira kratkim periodom zadrzavanja
u tkivima i jajima. To podrzavaju i
prijasnja istraZivanja u kojima se broj
nesukladnih uzoraka krmne smjese
uglavnom odnosio mna monenzin,
dok su najces¢i uzroci nesukladnih
uzoraka jaja bili poviSeni maseni udjeli
lasalocida i nikarbazina (Canavan i sur.,
2000., O’Keeffe i sur., 2007.). Stoga na
ucestalost pojave zaostataka rezidua u
neciljnim tkivima, ne utjece samo stupanj
kontaminiranosti krmne smjese za
neciljne skupine, nego i farmakokineticka
svojstva i stupanj akumulacije svakog
pojedinog kokcidiostatika. Zbog
visokog faktora zaostajanja lasalocida
i nikarbazina, ucestalost nesukladnih
uzoraka jaja za njih je veca u odnosu na
druge kokcidiostatike.

Sazetak

U veterinarskoj medicini u uporabi je
veliki broj antimikrobnih tvari i antiparazitika
te ih dijelimo na antibakterijske, antifungalne,
antiviralne i antiparazitske lijekove. Samo
su neke od tih tvari dopuStene za uporabu
u profilakticke svrhe pri uzgoju Zivotinja ¢iji
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se proizvodi na trziSte stavljaju kao hrana.
Usprkos tome, u hrani Zivotinjskog podrijetla
Cesta je pojava rezidua veterinarskih lijekova.
U te lijekove ubrajamo i kokcidiostatike
¢ija je primjena raSirena u peradarstvu,
kako u profilaksi, tako i u terapiji.
Kokcidioza je parazitska bolest prouzrocena
jednostanicnom protozoonom roda Eimeria.
Zbog velikog reproduktivnog potencijala,
prezivljavanja sporuliranih oocisti u stelji te
razli¢ite patogenosti, kokcidioza predstavlja
najznacajniju bolest intenzivne proizvodnje
peradi. Iz navedenog je jasno da danasnja
intenzivna proizvodnja peradi nije moguca
bez kontrole kokcidija kokcidiostaticima,
kokcidiocidima ili cijepljenjem.
Kokcidiostatici, tj. polieterskih ionofori, se
razlikuju od ostalih antimikrobnih tvari.
Nazivaju ih jo$ i transportnim antibioticima
jer djeluju na nacin da se inkorporiraju u
membranu stanice tvoredi svojevrsne ionske
tunele te prouzroce gubitak iona i oStecenja
stanice. Kokcidiostatici se cesto detektiraju
u hrani za neciljane skupine Zzivotinja, kao
posljedica oneciS¢enja tijekom proizvodnje.
U literaturi nedostaju podatci o raspodjeli
kokcidiostatika u organizmu Zivotinje nakon
primjene kao i podatci o kinetici njegovog
izlu¢ivanja iz organizma. Kokosi nesilice su
najceSéa neciljna skupina koja je izloZena
kokcidiostaticima. Ovaj pregledni rad daje
sazetak znanstvenih pokusa u kojima su
istraZeni kokcidiostatici i njihova akumulacija
i vrijeme zadrzavanja u organizmu. Afinitet
vezanja veterinarskih lijekova u tkivu nakon
njihove primjene ovise o njihovim kemijskim
svojstvima kao $§to su: molarna masa,
lipofilnost, konstanta disocijacije i afinitet
vezanja na proteine. Pregledom znanstvenih
istrazivanja o zastupljenosti kokcidiostatika
u jajima moze se zakljuciti da ukoliko tvari
dominiraju u Zumanjku jajeta kao rezidue,
velika je vjerojatnost da ¢e vrijeme zadrzavanja
biti i viSe od 10 dana. To se moze protumaciti
¢injenicom da razvojni proces Zumanjka
zapocinje nekoliko dana prije nego li ¢e jaje biti
snijeto i to u jetri gdje nastaju prvi prekursori
zumanjka. U usporedbi s tim, bjelanjak se
razvija svega nekoliko sati prije nesenja jajeta.
Stoga na ucestalost pojave zaostataka rezidua
u neciljnim tkivima ne utjeCe samo stupanj
kontaminiranosti krmne smjese za neciljne

skupine, nego i farmakokineticka svojstva

i stupanj akumulacije svakog pojedinog
kokcidiostatika.
Kljuéne rijeci: kokcidiostatici, vrijeme

zadrzavanja, perad
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Antimicrobial agents are widely applied
in human and veterinary medicine, including
antibacterial, antifungal, antiviral and
antiparasitic drugs. Few of these substances
are approved for use in prophylaxis during
intensive breeding of animals whose products
are targeted for the market. Despite this,
veterinary drug residues are often present
in food of animal origin. Coccidiostats are
also classified into this group of drugs that
are highly present in poultry-farming for
prophylaxis and therapy. Coccidiosis is a
parasitic disease caused by the unicellular
protozoon of the genus Eimeria. Due to its great
reproductive potential, survival of sporulated
oocysts in soil and various pathogenicities,
coccidiosis is the most significant disease
of intensive poultry production. From this,
it is evident that today’s intensive poultry
production would not be possible without
the control of coccidiosis by coccidiostats
or vaccination. Coccidiostats, i.e. polyether
ionophores, differ from other antimicrobial
substances. They are specified as transport
antibiotics as they act by incorporation into
the cell membrane through the formation
of an ionic tunnel, causing ion loss and cell
damage. Coccidiostats are often detected in
feed for non-target animals as a result of cross-
contamination during industrial production.

Studies on the occurrence of coccidiostats
in animal tissues or elimination time from
the organism are rather scarce. Hens are the
most common non-target group exposed
to coccidiostats. This is an overview of the
scientific experiments examining coccidostats
and their accumulations and depletion times.
The affinity of the compound to accumulate
in tissues after implementation depends on
its chemical properties, such as molar mass,
lipophilicity, dissociation constant and protein
binding affinity. In summarising the current
literature on the presence of coccidiostats in
eggs, it can be concluded that if the substances
dominate in egg yolk as residuals, the
depletion time is likely to be longer than 10
days. This can be interpreted by the fact that
egg yolk development begins a few days prior
to hatching, e.g. in the liver, where the first egg
yolk precursors are formed. In comparison,
egg whites develop only hours before
hatching. Therefore, the frequency of residues
occurring in non-target tissues is dependent
not only on the degree of contamination of
the feed mixture for non-target groups, but
also on the pharmacokinetic properties and
the rate of accumulation of each individual
coccidiostat.

Key words: coccidiostats, depletion time,
poultry
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