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Halogenirani salicilanilidi
- spojevi s protumetiljnim

djelovanjem

Damir Pavlicek*, Marija DenZi¢ Lugomer i Tiana Novosel

Sazetak

Klozantel, rafoksanid i oksiklozanid su
antiparazitski lijekovi iz skupine salicilanilida
sa specificnim djelovanjem protiv metilja u
prezivaca. Zbog velike sposobnosti vezanja
ovih spojeva za albumine u krvnoj plazmi
distribucija u tkiva je slaba, Sto rezultira i
znatno manjom koncentracijom u bubrezima,
stoga ucinkovitije protiv odraslih metilja koji
se uglavnom hrane krvlju dok je protiv mladih
stadija parazita, koji se vise hrane stanicama
jetre, njihova djelotvornost znatno manja.
Prema mehanizmu djelovanja klozantel,
rafoksanid i oksiklozanid spadaju u vodikove
(protonske)ionofore. Narusavanjem gradijenta
protona preko unutarnje mitohondrijske
membrane selektivno sprecavaju sintezu
ATP-a i djeluju kao blokatori procesa
oksidativne fosforilacije u metiljima. Zbog
nepravilne upotrebe antiparazitskih lijekova
(nepostivanje preporucenih doza ili karencije)
dolazi do pojave njihovih rezidua u hrani
zivotinjskog podrijetla i samim time s obzirom
na dokazana toksi¢na svojstva koja posjeduju

Uvod

Antiparazitici su  jedna od
najupotrebljavanijih  skupina spojeva
u veterinarskoj medicini diljem svijeta.

rizika po ljudsko zdravlje. Buduci da klozantel,
rafoksanid i oksiklozanid mogu biti dostupni
u kombinaciji s drugim antiparaziticima,
njihovo odredivanje u tkivima uglavnom
ukljucuje razvoj multikomponentnih metoda
koje se temelje na selektivnim tehnikama
procis¢avanja uzoraka (SPE, QuEChERS) uz
osjetljivu detekciju spektrometrijom masa
(MS/MS, TOF/MS). U sklopu nacionalnih
monitoring programa zemalja Europske
unije na rezidue antiparazitskih lijekova
u zivotinjama i proizvodima Zivotinjskog
podrijetla, u razdoblju od 2009. do 2019.
godine, ovi su spojevi prema Uredbi Komisije
(EZ) br. 37/2010 detektirani u koncentracijama
visim od dopustenih. Najvise pozitivnih
uzoraka sadrzavalo je klozantel, a gledajudi
samo posljednjih pet godina klozantel,
rafoksanid i oksiklozanid zajedno ¢ine gotovo
50 % svih nesukladnih rezultata u uzorcima
pretrazenim na B2a podgrupu spojeva.
Kljuéne rijeci: salicilanilidi, klozantel,
rafoksanid, oksiklozanid, metiljavost, rezidue

U proslosti su se, u svrhu lijecenja i
suzbijanja parazita, primjenjivali razliciti
spojevi, ¢iji su glavni nedostatci bili
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ogranicena ucinkovitost i velik broj
nuspojava. Ove spoznaje potaknule
su brojna istraZivanja i razvoj novih
antiparazitika kao i znacajne promjene
u propisima o njihovoj primjeni.
Istrazivanjima se nastojalo  razviti
antiparazitske lijekove Sto Sireg spektra
djelovanja, jeftine, jednostavne primjene
i doziranja; sa $to manje nuspojava i $to
krac¢om karencijom (Lanusse i Prichard,
1993.). Tezilo se da antiparazitik bude
i §to manje toksican za domacina, za
osobe koje ga primjenjuju i za okolis (EC,
2010.a). Danas primjena antiparazitskih
lijekova ima vaznu ulogu u stocarstvu,
no u slucaju njihove nepravilne primjene
(nepostivanja propisanih doza, karencije,
nacina primjene) moze do¢i do pojave
nedopustene koncentracije rezidua tih
lijekova u jestivim tkivima Zivotinje
(misidi, jetra, bubrezi, masti) i njezinim
proizvodima (mlijeko, jaja). Nadzor nad
primjenom antiparazitika u zivotinja za
hranu osigurava kvalitetu i sigurnost
njihovih proizvoda.

Prisutnost rezidua djelatnih tvari
veterinarsko-medicinskih proizvoda
(VMP) ili metabolita tih tvari kao i
drugih kemijskih kontaminanata u
hrani Zivotinjskog podrijetla moze
predstavljati opasnost za zdravlje ljudi.
Stoga su u Europskoj uniji pa tako i u
Hrvatskoj, doneseni propisi o reziduama
farmakoloski djelatnih tvari u hrani
podrijetlom od lijeCenih  Zivotinja.
Ovi propisi ukljuc¢uju i antiparazitske
lijekove, njihovu klasifikaciju kao i
najvece  dopustene kolicine (NDK)
rezidua u jestivim tkivima, mlijeku i
jajima. Europski propisi, koji se odnose
na NDK vrijednosti ostataka VMP-a,
primjenu VMP-a i karencije, preuzeti su
u zakonodavstvo Republike Hrvatske
- Uredba EU 37/2010 (EC, 2010b.),
Uredba EU 2019/6 (EC, 2019.) i Zakon o
veterinarsko-medicinskim proizvodima
(Zakon, 2008.).

Osim NDK, sukladno Uredbi
EU 2019/6 i nacionalnim propisima,

prije  stavljanja  antiparazitika na
trziste, obvezno se provjerava i
njihova udinkovitost i mneskodljivost

ukljucujudi i toksicnost (genotoksi¢nost,
embriotoksi¢nost, mutagenost, utjecaj na
okolis).

U ovom radu prikazani su literaturni
podatci o  skupini halogeniranih
salicilanilidnih ~ spojeva  (klozantel,
rafoksanid i oksiklozanid) fasciolicidnog
djelovanja.  Infestacije =~ prouzrocene
trematodima, ali i cestodima i
nematodima mogu znacajno utjecati
na proizvodna svojstva ovaca i goveda,
a jedna od najznacajnijih parazitoza
u prezivaca je fascioloza prouzrocena
velikim metiljem (Fasciola hepatica). Zbog
velikog ekonomskog znacenja, osim
zoohigijenskih i zootehnic¢kih mjera,
ukljucujuéi i suzbijanje posrednika
puzia  Limnea  truncatula  (Galba
truncatula), potrebno je redovito provoditi
zdravstveni nadzor i lijecenje oboljelih
zivotinja. U svrhu lijecenja upotrebljavaju
se antiparazitici fasciolicidnog djelovanja.
Klozantel, rafoksanid i oksiklozanid
su na popisu tvari iz podgrupe B2a
(antiparazitici) koje nacionalni referentni
laboratoriji, u drzavama ¢lanicama
Europske unije moraju uvrstiti u
drzavni program monitoringa rezidua
(DPMR) hrane Zivotinjskog podrijetla.
U Republici Hrvatskoj odobrena su
Cetiri VMP-a koji sadrzavaju klozantel
(sam ili u kombinaciji s abamektinom
ili ivermektinom) i dva VMP-a koji
sadrzavaju oksiklozanid. Medutim, na
hrvatskom trziStu ovog trenutka nije
odobren niti jedan VMP s rafoksanidom.

S obzirom da antiparazitski VMP-i
u veterinarskoj medicini ukljucuju
razne skupine kemijskih spojeva i
njihove kombinacije  (imidazotiazoli,
benzimidazoli, makrociklicki laktoni,
sulfonamidi, salicilanilidi i dr.), koji imaju
razli¢ite mehanizame djelovanja, razvoj
multikomponentnih metoda odredivanja
njihovih rezidua u hrani predstavlja velik
izazov.
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Halogenirani salicilanilidi

Fizikalno-kemijska svojstva

Klozantel, rafoksanid i oksiklozanid
pripadaju grupi salicilanilida, slabo
kiselih fenolnih spojeva ¢ija se osnovna
struktura sastoji od prstenova salicilne
kiseline (A) i anilida (B) (slika 1.).
Pokazalo se da je za protumetiljno
djelovanje posjedovanje elektron-
odvlace¢ih skupina na salicilnom i
anilidnom prstenu zajedno s nekom
lipofilnom molekulom poput tert-butila
na poziciji 3 odgovoran strukturni kriterij
(Lee, 1973.). Ta aktivnost je jo$ veca
ukoliko se na anilinskoj strani veze neki
arilni lanac, kao Sto je to u slucajevima
rafoksanida i klozantela. Ovisno o raznim
supstituentima vezanim na osnovnu
jezgru, salicilanilidi se mogu podijeliti
na brojne nacine, kao sto su: halogenirani
i nehalogenirani salicilanilidi,
acetilsalicilanilidi, diklorosalicilanilidi i
benzoilsalicilanilidi. Svi salicilanilidi koji
se koriste kao antiparazitici u lijeCenju
zivotinja su halogenirani pa tako i

Osim antiparazitskog, proucavano je i
njihovo antibakterijsko (Delavenne i sur.,
2016.) pa cak i antivirusno djelovanje
protiv  varijanti SARS-CoV-2  virusa
(Blake i sur., 2021.). Pritom je uoceno
da se efikasnost salicilanilida, za razliku
od fasciolicidnog djelovanja, smanjuje
dodavanjem elektron-odvlacecih skupina
na anilidnom prstenu.

Dva aromatska prstena
salicilanilidne skupine su, otprilike,
koplanarna s plosnim kutom izmedu
njih. Meduatomske duljine veza unutar
osnovne jezgre su konzistentne gledajuci
razli¢ite halogenirane salicilanilide,
dok su razlike u konformaciji znacajne
Sto se tice njihove kristalne forme, s
time da kristalna forma klozantela
nikad nije objavljena. Polimorfni oblici
salicilanilida istraZzeni su na primjeru
oksiklozanida difrakcijom X-zraka na
prahu, pri ¢emu je uoceno promjenjivo
ponasanje za topljivost u vodi i
stabilnost u suspenziji, vrlo vjerojatno
zbog apsorbiranih necistoca (Pearson i

klozantel, rafoksanid i oksiklozanid. Varney, 1973.).
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Slika 1.
metiljavosti u Zivotinja

Kemijska struktura halogeniranih salicilanilida koji se koriste kao antiparazitici protiv
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Farmakoloska svojstva

Posljednjih  godina  ucinjen je
znatan napredak u  razumijevanju
farmakokinetickih i metabolickih

pravila za antiparazitske lijekove koji
se primjenjuju u veterinarskoj medicini.
Zahvaljujuéi ucinkovitim ekstrakcijama
i  suvremenim metodama analiza,
koncentracije djelatnih tvari i njihovih
metabolita mogu biti u razli¢itim
bioloskim uzorcima precizno odredene.
Koncentracije rezidua djelatnih tvari
i njihovih metabolita, osim o vrsti
Zivotinja, ovise o dozi lijeka i nacinu
primjene. Propisane doze antiparazitika
mogu se prezivacima aplicirati oralno,
parenteralno ili epidermalno, odnosno
intraruminalno pomoc¢u naprave za
kontrolirano otpustanje lijeka (Lanusse i
Prichard, 1993.). U nekim je slucajevima
slaba topljivost djelatnih tvari u vodi
bila glavno ogranicenje u dizajnu
stabilne, neiritiraju¢e formulacije lijeka
za parenteralnu primjenu. Stoga se
vec¢ina antiparazitika u obliku otopine
ili suspenzije daje oralno (ulijevanjem
kroz usta), u hrani (granule, prasak),
vodi za pice za grupnu terapiju Zivotinja
na farmi. U slucajevima lijeCenja vece
skupine Zivotinja postoji mogucnost
nejednakog konzumiranja hrane ili
vode s lijekom Sto moze prouzroditi
subdoziranje i neucinkovitost lijeka,
ali i pojavu rezistencije parazita na
antiparazitik. Nacin primjene mozZze, osim
na ucinkovitost, utjecati i na nastanak
nuspojava.

ADME

Halogenirani salicilanilidi, S$to se
tie nacina djelovanja, farmakokinetike
i toksicnosti, opcenito dijele zajednicka
svojstva Sto je izravno povezano s
njihovom antiparazitskom aktivnoscu.
Salicilanilidi klozantel, rafoksanid i
oksiklozanid djelotvorni su u lije¢enju
jetrenih i crijevnih trematoda u Zivotinja.
Farmakokinetika im je najviSe istraZena
u prezivaca i to u ovaca i goveda.

Uoceno je da ovi lijekovi imaju velik
afinitet vezanja za proteine u plazmi (>
99 %) i dugo poluvrijeme izlucdivanja
(T,el) (Prichard i sur., 1985., Michiels
i sur.,, 1987., Mohammed-Alli i Bogan,
1987.). Navedene tvari pokazuju veliku
aktivnost protiv odraslih metilja, nesto
slabiju ucinkovitost za nezrele metilje
starosti 6 do 8 tjedana, a protiv mladih
stadija su slabo ucinkoviti (Boray i sur.,
1997.). Oralnim unosom rafoksanida
i klozantela u prezivaca maksimalna
koncentracija u plazmi postignuta je
nakon 24 do 48 h (Swan i Miilders, 1993.,
Swan i sur., 1995.), dok je za klozantel,
apliciran intraruminalno, objavljeno
postizanje maksimalne koncentracije u
plazmi tek nakon 65 sati, Sto ukazuje
na sporu apsorpciju lijeka unesenim
na taj nacin (Hennessy i sur., 1993.).
Brzina  gastrointestinalne  apsorpcije
klozantela vjerojatno zbog sporije
probave sporija je u koza nego ovaca. U
prezivaca, bioraspolozivost klozantela i
rafoksanida oralnim putem otprilike je 50
% manja u odnosu na intramuskularnu
aplikaciju (Michiels i sur., 1987.). Brzina
i opseg apsorpcije klozantela ne ovisi o
primjenjenoj dozi lijeka, Sto je vidljivo
iz istrazivanja na govedima i ovcama
aplikacijom 5 mg/kg intramuskularno,
ili 10 mg/kg oralno. Halogenirani
salicilanilidi imaju izniman afinitet
vezanja za albumine u plazmi, no slabo
se distribuiraju u tkiva. Michiels i sur.
(1987.) su u svom istrazivanju uocili da je
koncentracija klozantela u plazmi 6 do 7
puta veca od one u plué¢ima i bubrezima,
9 do 12 puta veca nego u srcu i jetri, 30
puta veca nego u misiéju i ¢ak 100 puta
veca nego u masti. U slucaju rafoksanida,
koncentracija lijeka je oko 17 puta veca
u plazmi nego u jetri. Promatrajudi
koncentracije klozantela i rafoksanida
u zudi zabiljeZene su i manje koli¢ine
aktivne tvari u odnosu na plazmu, 35 %
za rafoksanid, odnosno 50 % u slucaju
klozantela (Mohammed-Alli i Bogan,
1987.). Vezanje klozantela, rafoksanida i

VETERINARSKA STANICA 53 (6), 723-734, 2022.



Halogenirani salicilanilidi - spojevi s protumetiljnim djelovanjem / Halogenated salicylanilides - flukicide drugs

oksiklozanida za albumin u plazmi (>97
%) karakteriziran je velikim afinitetom i
kapacitetom, dok je znatno manje vezanje
za eritrocite (4 %) i vodu (1 %). Upravo
to iznimno vezanje za albumine u plazmi
odgovorno je za dugo poluvrijeme
izlu¢ivanja ovih spojeva. T el za
klozantel i rafoksanid je 2 do 3 tjedna, a
za oksiklozanid 6 dana u ovaca neovisno
o nacinu aplikacije lijeka i dozi (Hennessy
i sur., 1993.) Takoder, postoji korelacija
T, el salicilanilida sa smanjenjem razine
albumina u plazmi na koji su vezani, a
iznosi oko 16,6 dana (Mohammed-Alli
i Bogan, 1987.). Ovo je isto tako moguci
put kojem su paraziti izloZeni lijeku s
obzirom da su koncentracije klozantela
i rafoksanida primjetno nize u Zudi u
odnosu na plazmu. Za odrasle metilje,
na koje salicilanilidi imaju izrazito
djelovanje, poznato je da se vecinom
hrane krvlju. S druge strane, slaba
aktivnost oksiklozanida, koji se takoder
najvec¢im dijelom veZe za proteine krvi,
protiv nezrelih stadija F. hepatica dolazi
zbog toga Sto se nezreo metilj radije hrani
stanicama jetre nego krvlju (McKellar i
Kinabo, 1991.).

Salicilanilidi se slabo metaboliziraju
u organizmu, a izlucuju se uglavnom
nepromijenjeni iz bioloskih sustava.
Halogenirani salicilanilidi ne
metaboliziraju se  konjugacijom s
glutationom. Samo 10 do 25 %
rafoksanida metabolizira se ujetri goveda,
a oko 90 % klozantela izlucuje se u ovaca i
govedanepromijenjenoizmetomiurinom
(Michiels i sur., 1987.). Reduktivna
monodejodinacija je glavni metabolicki
put klozantela koji u ovaca rezultira
stvaranjem 3- i 5-monojodklozantel
izomera. Monodejodinacija nije prilikom
metabolicke razgradnje rafoksanida
promatrana, ve¢ se amidnom hidrolizom
prevodi u 3,5-dijodsalicilnu kiselinu koja
je pronadena u krvi, mlijeku i miSi¢ju
goveda (Dedek i sur., 1978.). Amidna
hidroliza klozantela nije vjerojatna
zbog sterickih smetnji od supstituenta

u ortho polozaju prema amidnoj vezi.
Metabolicka dehalogenacija oba atoma
joda kod dijodsalicilanilidnih derivata
nije proucavana. Klozantel se uglavnom
izlucuje putem fecesa. U osmotjednoj
studiji u ovaca primjeceno je kako se vise
od 80 % "C-klozantela izlucilo putem
fecesa, a manje od 0,5 % putem urina
(Michiels i sur., 1987.). Unutar 48 sati
od primjene lijeka 43 % oralno i 10 %
intramuskularno aplicirane doze izluceno
je fecesom, a nakon toga se izlucivanje
usporilo i bilo oko 1 do 2 % aplicirane
doze dnevno. Poluvrijeme izludivanja
klozantela fekalnim putem bilo je 15,9 do
23 dana, Sto je usporedivo s izlu¢ivanjem
oralno apliciranog rafoksanida urinom
u ovaca, odnosno mlijekom u goveda
(Dedek i sur., 1978.). Medutim, nema
podataka o izludivanju rafoksanida
fecesom i zudi.

Salicilanilidi su relativno sigurni
spojevi sa  sigurnosnim faktorima
otprilike 3 do 6 puta vedim od
preporucenih razina doziranja (Adams,
1995.). Nakon jednokratne primjene 58
mg/kg rafoksanida u goveda, odnosno
45 mg/kg u ovaca, nisu zabiljezeni
neZeljeni ucinci (Swan i Schroder, 1981.),
ali je primjecena toksicnost u janjadi
koja su navodno tretirana preporucenim
dozama ove aktivne tvari (Pienaar, 1977.).
Klozantel je primjenjen ovcama svakih 4
tiedna tijekom 40 tjedana primjenjujuci
doze 10 ili 40 mg/kg oralno, odnosno 5
ili 20 mg/kg intramuskularno te takoder
nisu zabiljezeni nikakvi Stetni udinci
(Adams, 1995.). Klasi¢ni znaci toksi¢nosti
salicilanilidima  ukljuc¢uju:  sljepocu,
parezu i smrt. Prvi znaci trovanja
pojavljuju se unutar 24 do 72 sata od
lijecenja (Prozesky i Pienaar, 1977.), no u
ovaca kojima je oralno aplicirana 40 puta
vec¢a doza rafoksanida od preporucene,
znaci su primjeceni isti dan (Odiawo i
sur., 1991.). Iako se klozantel ne koristi
u humanoj medicini (kontraindiciran
je), Tabatabaei i sur. (2016.) opisali su
slucaj trovanja osobe nakon nenamjerne
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konzumacije 3 tablete klozantela od 500
mg. Posljedice trovanja bile su trajno
oStecenje srediSnjeg Zivcanog sustava,
o¢nog zivca i mreznice.

Mehanizam djelovanja

Sve vela primjena sredstava za
suzbijanje parazita dovela je do povecanja
rezistencije na antiparazitike (Prichard,
1994.). Ukoliko je rezistencija dokazana
na odredeni antiparazitski lijek, velika
je vjerojatnost da e drugi antiparazitik
s istim mehanizmom djelovanja biti
isto tako nedjelotvoran. Stoga je bitno
razumjeti nacine djelovanja antiparazitika
kako bi se odabrali ucinkoviti lijekovi
protiv  odredenih  parazita. Prema
mehanizmu djelovanja ova skupina
lijekova protiv metiljavosti spada u
vodikove (protonske) ionofore. Primarno
djelovanje salicilanilida opcenito je
objasnjeno kao inhibiranje transporta
elektrona u  procesu oksidativne
fosforilacije, $to je i dokazano pracenjem
metabolickih promjena u in vitro i in
vivo studijama, kao Sto su potaknuta
potrosnja kisika, povec¢an unos glukoze,
smanjena koli¢ina glikogena, povecanje
omjera oksaloacetat/malat i smanjena
sinteza ATP-a (Fairweather i Boray,

1999.). Salicilanilidi su otprilike 103-10*
puta mocniji u inhibiranju oksidativne
fosforilacije od dinitrofenola koji se ranije
upotrebljavao u ove svrhe (Williamson
i Metcalf, 1967.). 1z kemijske strukture
salicilanilida vidljivo je da sve molekule
imaju odvojiv proton (Slika 2.).
Tosuvrlolipofilnemolekulekojemogu
premjestati protone preko membrana,
a posebice unutarnje mitohondrijske
membrane (Martin, 1997.). Dodatkom
molekula koje naruSavaju gradijent
protona selektivno se sprjecava uporaba
kemijske energije dobivene prijenosom
elektrona za Cdistu fosforilaciju ADP-a
u ATP, s$to u konacnici oslobada
stanicu njezinog normalnog izvora
energije (Skuce i Fairweather, 1990.).
U studijama klozantela, rafoksanida i
oksiklozanida primjeceno je kako djeluju
na pokretljivost i strukturu F. hepatica
pri ¢emu dolazi do ubrzane spasticne
paralize metilja, otpadanja tegumenta
(pokrovno tijelo metilja) i deformacije
mitohondrija (Fairweather i sur., 1984.).
Iako se ove promjene pripisuju prekidanju
oksidativne fosforilacije, razlog
povecanom tonusu misi¢a mogao bi biti
povecani broj kalcijevih iona u misi¢nim
stanicama metilja. Klozantel ubrzano

| Cl
O CN I Cl
1]
N O O cl CI)CIZN 0 Cl
THY N
| OH “HiC H)
OH ~~
Klozantel Rafoksanid
Cl Cl HO Cl
N
+\
H,
Cl OH ~~ Cl
Oksiklozanid

Slika 2. Kemijske strukture klozantela, rafoksanida i oksiklozanida s obiljeZzenim odvojivim protonom
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smanjuje pH vrijednost tegumenta u F.
hepatica pri nizim koncentracijama od
onih koji utjecu na koncentraciju ATP-a,
$to smanjuje pokretljivost parazita (Pax
i Bennett, 1989.). Zakljuceno je da je
klozantel membranski aktivna molekula
koja moze djelovati na brojne biokemijske
i fizioloske procese, osjetljive na
promjene pH unutar tegumenta, a mjesto
djelovanja proton-ionofora je tegument, a
ne mitohondriji kako se pretpostavljalo.

Metode odredivanja rezidua
salicilanilida u hrani
zivotinjskog podrijetla
Procis¢avanje uzoraka zbog razli¢itih
fizikalno-kemijskih ~ svojstava  raznih
spojeva te sloZenosti bioloskih matrica
iz kojih ih je potrebno ekstrahirati
predstavlja glavni izazov u razvijanju
analitickih postupaka za odredivanje
rezidua veterinarsko-medicinskih
proizvoda u hrani Zivotinjskog podrijetla.
Ekstrakcija rezidua veterinarskih
lijekova iz Zivotinjskog tkiva se provodi
(uglavnom) organskim otapalom uz
procis¢avanje razdjeljenjem u sustavu
tekucina-tekucina i/ili ekstrakcijom na
¢vrstoj fazi (SPE). Takav nacin pripreme
uzoraka koristio je i Stoev (1998.) za
odredivanje klozantela u plazmi i
tkivima. Nakon ekstrakcije acetonitrilom
provedeno je dodatno uklanjanje
interferencija matrice ekstrakcijom na
¢vrstom nosacu kolonama punjenim
Cesticama polarnog anorganskog
materijala silikagela na kojeg su vezani
lanci n-oktadodecila (C18). U svrhu
razvoja osjetljivije i selektivnije HPLC
metode za odredivanje klozantela od
onih u kojima se koristi UV detektor,
primjenjen je fluorescentni detektor
(FLD) s obzirom da su primjecena
fluorescentna svojstva ovog spoja bez
derivatizacije prinizim pH vrijednostima.
Pritom se formira Sesteroclani prsten
intramolekulskim vodikovim vezama

izmedu kisika hidroksilne skupine
i vodika amidne skupine (Slika 3.).
Fluorescencija klozantela ovisi o pH i
formiranju ovog Sesteroclanog prstena,
a to je rezultiralo postizanjem znatno
niZe granice detekcije fluorescentnim
detektorom u odnosu na UV detektor.

Cl
CN
WanWa
H
Cc

Slika 3. Sesteroélani prsten formiran vodikovom
vezom

O

,N
0--H
H Ha

UViFLD detektori, u pocetku najcesce
koristeni za detekciju antiparazitika, kao
nedostatak imaju opsezno procis¢avanje
ekstrakata,  detekciju = ogranicenog
broja analita te sklonost sadrzavanju
interferencija. Fluorescentna detekcija
Cesto zahtijeva i derivatizaciju analita,
stoga se u posljednjih nekoliko
godina, s razvojem novih tehnologija,
kvalitativno i kvantitativno odredivanje
rezidua veterinarskih lijekova gotovo
u  potpunosti izvodi  koriStenjem
tekucinske kromatografije ultra visoke
djelotvornosti i tandemne spektrometrije
masa (UHPLC-MS/MS) ili tekudinske
kromatografije ultra visoke djelotvornosti
uz masenu detekciju analizatorom
vremena leta (UHPLC-TOF/MS). U
velikom broju objavljenih radova koristi
se i disperzivna ekstrakcija na ¢vrstoj fazi
(dSPE) ili QUEChERS (engl. quick, easy,
cheap, effective, rugged, and safe) metoda
umjesto tradicionalne SPE verzije.
Ovaj pristup osim $to pojednostavljuje
analizu i smanjuje njezino vrijeme,
vrlo je fleksibilan pa su moguce razne
modifikacije ovisno o analitima i
matricama koje se obraduju.
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Kinsella i sur. (2009.) objavili su prvi
rad odredivanja rezidua u bioloSkim
uzorcima koji je obuhvatio veéinu
antiparazitskih lijekova (n=38) u jednoj
multikomponentnoj metodi. Metoda je
razvijena na uzorcima kravljeg mlijeka
i jetre koriste¢i LC-MS/MS tehniku
uz pripremu uzoraka modificiranom
QuEChERS metodom. Da bi se postiglo

osjetliivo  odredivanje svih analita
koji ioniziraju u pozitivnom nacinu
ionizacije  elektrorasprSenjem  (ESI+)

odnosno negativhom nacinu ionizacije
elektrorasprsenjem (ESI-) bilo je potrebno
dvostruko injektiranje svakog ekstrakta
Sto je dovelo do ukupnog vremena
snimanja jednog uzorka od c¢ak 30 min
(2 x 15 min). Optimizacijom metode, za
pokretnu fazu je odabrana kombinacija
amonijevih soli, amonijev acetat (A) i
amonijev formijat (B), kojom je porastao
intenzitet signala negativno ioniziranih
analita, medu koje pripadaju i klozantel,
rafoksanid i oksiklozanid. Ustanovljeno
je i kako u dSPE koraku procis¢avanja
uzoraka, uporaba C18 sorbensa daje vise
analiticke povrate za ESI- analite od onih
dobivenih sa sorbensom s primarnom
i sekundarnom amino skupinom (PSA)
ili kombinacijom PSA i C18. U slucaju
pozitivne ionizacije PSA je najbolji
izbor. Ubrzo nakon toga objavljena
je nova metoda odredivanja rezidua
antiparazitika u mlijeku koriste¢i UHPLC-
MS/MS s brzom izmjenom polarnosti da
bi se jednim injektiranjem detektirali
svi analiti (pozitivan i negativan mod)
u vremenu snimanja od 13 minuta
(Whelan i sur., 2010.). Metoda je dodatno
optimizirana na matriksu jetre goveda,
gdje su odlucili razdvojiti dSPE korak
procis¢avanja uzoraka ovisno o analitima
koji se odreduju pri visim (NDK), odnosno
nizim koncentracijama (vrlo niski ili bez
propisane NDK) (Kinsella i sur., 2010.).
Detekcija analita u tragovima i postizanje
Sto bolje linearnosti kod kalibracijskih
krivulja negativno ionizirajuc¢ih
spojeva zahtijevalo je razvijanje ovakve

metode s dvojnom validacijom. VaZan
utjecaj na povecanje osjetljivosti, .
omjera signala i Suma (S/N) analita u
niskim koncentracijama ima i uporaba
dimetilsulfoksida (DMSO), u kojem
je analit zadrzan prilikom uparavanja
acetonitrila, a rezultira mnogo oStrijim
kromatografskim pikovima. LC-MS/MS
metodu za odredivanje rezidua cak 128
antiparazitskih lijekova u mesu objavili
su Wei i sur. (2015.). Odabravsi matrice
kokosjeg, svinjskog i govedeg mesa,
razvilisuivalidiralimetodukoja se temelji
na QuEChERS prodiséavanju uzoraka
pri ¢emu je bilo potrebno optimizirati
nekoliko parametara kako bi se postigli
odgovaraju¢i uvjeti za pouzdanu
detekciju Sirokog spektra ciljanih analita
koji posjeduju razlic¢ita kemijska svojstva
(lipofilnost, hidrofilnost, bazi¢na ili
kiselinska svojstva i dr.). Anumol i sur.
(2016.) su u svom radu usporedivali dvije
razli¢ite metode prociscavanja uzoraka,
koji su potom analizirani UHPLC
instrumentima uz masenu detekciju
s trostrukim kvadrupolom (QQQ),
odnosno kombinacijom kvadrupola i
analizatora vremena leta (Q-TOF). Radom
je obuhvadeno viSe od 120 veterinarskih
lijlekova kojima su obogacena tkiva
goveda (bubrezi, jetra i miSi¢je) na
koncentracijske razine od interesa.
Metode procis¢avanja uzoraka temeljile
su se na ekstrakcijama QuEChERS tipa
uz dodatno procis¢avanje EMR-L kitom
za uklanjanje lipida u prvom slucaju,
odnosno dSPE i C18 u drugom slucaju.
Usporedbom ovih dvaju nacina pripreme
uzoraka, srednje vrijednosti povrata
kretale su se izmedu 701 120 % u tkivima
goveda za 80 % ciljanih analita. Svaka je
metoda, ovisno o fizikalno-kemijskim
svojstvima odredivanih tvari pokazala
odredene prednosti. Analize provedene
QQQ i Q-TOF detekcijom dale su
vrlo slicne rezultate. Pri optimalnim
uvjetima QQQ-a postizu se nize granice
kvantifikacije za ciljane analite, dok
Q-TOF tehnika visoke rezolucije ima
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vecu selektivnost i omogucuje pracenje
velikog broja tvari, ukljuc¢uju¢i i one
neciljane.

Kontrola rezidua
halogeniranih salicilanilida u
hrani zivotinjskog podrijetla

Nacionalni programi monitoringa re-
zidua veterinarsko-medicinskih lijekova
i ostalih kontaminanata u zivotinjama
i njihovim proizvodima provode se na
godisnjoj razini u svim zemljama ¢lanica-
ma Europske unije (EU). Takve kontrole
uklju¢uju multikomponentne metode
pretrazivanja uporabom najsuvremenijih
i vrlo osjetljivih analitickih tehnika sa svr-
hom nedvojbene detekcije i kvantifikacije
ovih tvari i u vrlo niskim koncentracija-
ma (ppb podrudje).

Za brojne antiparazitike pa tako i
halogenirane salicilanilide u mlijeku i
jestivim tkivima (miSiéju, jetri, bubrezi,
masti) koja se smatraju hranom, propisane
su najvete dopustene koncentracije
rezidua (NDK) s cillem smanjenja
rizika za ljudsko zdravlje. Sukladnost
analiziranih uzoraka provjerava se
usporedbom rezultata s propisanim NDK
vrijednostima za svaku tvar navedenu u
Tabeli 1. Europska agencija za sigurnost
hrane (EFSA, engl. European Food Safety
Authority) prikuplja i obraduje rezultate
nacionalnih monitoringa svih drzava
EU te iste objavljuje u svojim godisnjim
izvjeS¢ima. Tako je u razdoblju od 2009.
do 2019. godine klozantel najviSe puta
detektiran u analiziranim uzorcima,
uglavnom u tkivima ovaca i koza (EFSA,
2011. do EFSA, 2021.). U posljednjih
pet godina klozantel, rafoksanid i

Tabela 1. Propisane NDK vrijednosti za klozantel, oksiklozanid i rafoksanid (EC, 2010.b)

Farmakoloski Vrsta NDK - .
pg/kg | 1n° IO

Govedo
Klozantel Klozantel

Ovca
Oksiklozanid  Oksiklozanid Svi prezivaci

Govedo
Rafoksanid Rafoksanid

Ovca

1000 Misi¢
3000 Mast
1000 Jetra Ne primjenjuje se
3000 Bubreg u Zivotinja Cije se
1500 Migié mlijeko koristi za
2000 Mast hranu
1500 Jetra
5000 Bubreg
20 Misi¢
20 Mast
500 Jetra
100 Bubreg
10 Mlijeko
30 Misi¢
30 Mast
10 Jetra Ne primjenjuje se
40 Bubreg u zivotinja Cije se
100 Migié mlijeko koristi za
250 Mast hranu
150 Jetra
150 Bubreg
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oksiklozanid zajedno cine gotovo 50 %
svih nesukladnih rezultata u uzorcima
pretrazenim na B2a podgrupu spojeva.

Godi$nja  izvjeS¢a  monitoringa
EFSA-e pruzaju informacije o odredenom
broju rezidua antiparazitskih lijekova u
hrani koji su prisutni u koncentracijama
iznad NDK. Medutim, malo je dostupnih
podataka o dugotrajnom izlaganju
potrosaca velikom broju antiparazitika
u koncentracijama ispod NDK. Jedno
takvo istrazivanje (Cooper i sur,,
2012.) provedeno je u sklopu projekta
ProSafeBeef, kojim su prikupljeni podatci
o izloZenosti Europljana na potencijalno
Stetne rezidue lijekova u uzorcima
govedeg mesa prikupljenog iz mjesnih
trgovina u sedam europskih zemalja
(Francuska, gpanjolska, Slovenija, Irska,
Italija, Belgija i Portugal). Od 1061
analiziranog uzorka, 26 (2,45 %) ih je
sadrzavalo rezidue antiparazitika u
koncentracijama 0,2-171 ug/kg, no niti
jedan od njih nije bio iznad NDK razine.
Medu detektiranima bili su i klozantel i
rafoksanid, koji je zabiljeZen u najvisoj
koncentraciji, u odnosu na propisanu
NDK vrijednost (28,6 ng/kg; NDK=30 pg/
kg).
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Halogenated salicylanilides - flukicide drugs
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Closantel, rafoxanide and oxyclozanide
are anthelmintic agents, classified as
salicylanilides, with fasciolicidal activity in
ruminants. Due to their extensive plasma
protein binding, they are poorly distributed
to tissues, resulting in several-fold lower
concentrations detected in kidney, liver, fat
and muscle. They are much more effective
against adult liver flukes, which are known to
feed mainly on blood, than against immature
stages of flukes, which are thought to feed
on liver cells rather than blood. In terms of
their mode of action, closantel, rafoxanide
and oxyclozanide can be considered proton
ionofores. They prevent the production
of the proton gradient across the inner
mitochondrial membrane, selectively
inhibiting ATP synthesis and therefore acting
as an uncoupler of oxidative phosphorylation
in flukes. If anthelmintic drugs are not
administered properly (in the recommended
doses or not adhering to withdrawal periods),
their residues can be detected in foods of
animal original, which poses a human health

threat due to their toxicological properties.
Since closantel, rafoxanide and oxyclozanide
are mostly available in combination with other
anthelmintics, their determination requires
the development of multiresidue methods
that unite selective sample preparation
techniques (SPE, QUEChERS) with sensitive
mass spectrometry detection (MS/MS,
TOF/MS). These substances were reported
in concentrations above the MRL values
stipulated in Commission Regulation (EU)
No 37/2010, in the EFSA reports for the period
2009-2019 for monitoring veterinary medicinal
product residues and other substances in live
animals and animal products in EU Member
States. In non-compliant samples, closantel
was the most commonly detected substance,
while in the last five years alone, closantel,
rafoxanide, and oxyclozanide together account
for nearly 50% of all non-compliant results
in samples screened for the B2a subgroup of
compounds.
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