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1 Uvod
Na podroœju æivinoreje se antibiotiki pogosto nelegalno uporabljajo kot
pospeøevalci rasti (growth promotors), zato sta uœinkovita nadzor in
kontrola nad zaostanki v æivilih æivalskega izvora nujna (1, 2). Œlanice
EU, ZDA, Kitajska, Japonska in øtevilne druge dræave so natanœno
doloœile dovoljene zaostanke (MRL − maximum residue limits), ki jih
pristojne ustanove tudi dosledno nadzirajo (3). Sodobne analizne
metode se v kontrolnih laboratorijih uporabljajo predvsem za
doloœevanje zaostankov v æivilih æivalskega izvora, zlasti makrolidnih in
aminoglikozidnih antibiotikov ter kloramfenikola, saj se te uœinkovine v
æivinoreji uporabljajo najpogosteje (1, 2, 3, 4, 5). Za vse skupine
antibiotikov se øe vedno najveœkrat uporablja doloœevanje mikrobioloøke
vsebnosti, ker je metoda cenovno ugodna, vendar pa je nespecifiœna in
potrebuje potrditev z bolj selektivnimi in obœutljivimi metodami, kot so
kemiœna, fizikalna ali spektroskopska (6).

V prispevku bo na kratko predstavljena veljavna regulativa na obmoœju
EU, klasiœne farmakopejske metode za doloœevanje razliœnih skupin
antibiotikov, sodobne analizne tehnike, s katerimi lahko v kratkem œasu
analiziramo veliko øtevilo vzorcev, ter omejitve in teæave, s katerimi se

sreœujejo znanstveniki in znanstvene skupine pri razvoju in validacijah
sodobnih analiznih metod. 

2 Regulativa na podroœju EU
EU je izdala specifiœno direktivo 2002/657/EC, ki opisuje izvedbo
metod, interpretacijo rezultatov, uradno kontrolo nad zaostanki v æivilih
æivalskega izvora, in navaja tudi validacijske parametre: selektivnost,
linearnost, natanœnost, preciznost in mejo detekcije (7, 8). Sistem
HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points) je preventivni
sistem, ki omogoœa prepoznavanje, oceno, ukrepanje in nadzor nad
morebitno prisotnimi dejavniki tveganja v æivilih, ki lahko ogroæajo
zdravje œloveka. Sistem je osredinjen na izvedbo analize tveganja za
posamezno æivilo ali skupino æivil, na doloœitev kritiœnih kontrolnih toœk
v procesu, na doloœitev mejnih vrednosti kritiœnih kontrolnih toœk ter na
doloœevanje ukrepov v primeru odstopanj od mejnih vrednosti (9).
Glavni namen tako direktive 2002/657/EC, kakor tudi sistema HACCP
je zagotoviti varna æivila za potroønika in s tem visoko stopnjo zaøœite
potroønikovega zdravja. Œlanice EU so dolæne dosledno izvajati
kontrolo nad zaostanki in zagotavljati, da kritiœne koncentracije niso
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preseæene in da prepovedane uœinkovine niso prisotne v æivilih
æivalskega izvora. 

Zaradi zelo strogih zahtev imajo kontrolni laboratoriji dnevno v analizi
veliko øtevilo vzorcev, ki morajo biti analizirani v zelo kratkem œasu, kar
poslediœno narekuje razvoj analiznih metod, ki so hkrati sposobne
analizirati velike koliœine vzorcev z veœ razliœnimi uœinkovinami, poleg
tega pa morajo biti tudi preproste, specifiœne, hitre, ustrezno obœutljive
in dovolj robustne (5).

3 Hkratno doloœevanje razliœnih
antibiotikov v bioloøkih vzorcih

Tekoœinska kromatografija, povezana z masno spektrometrijo (LC-MS)
oziroma  s tandem masno spektrometrijo (LC-MS/MS) je postala najbolj
uporabna tehnika za doloœevanje zaostankov antibiotikov v æivilih
æivalskega izvora. LC-MS/MS ustreza pomembnim zahtevam, ki so
doloœene v direktivi 2002/657/EC. To so zahteve in postopki za
ustrezno validacijo analiznih metod za zagotavljanje kakovosti
(linearnost, natanœnost, selektivnost, robustnost, meja detekcije in meja
kvantifikacije) (6, 10). V. Carretero in sodelavci so s tehnikama
visokotlaœne ekstrakcije tekoœin (PLE) in LC-MS/MS razvili analizno
metodo, s katero so v mesu doloœili zaostanke v sledovih 31
protimikrobnih uœinkovin, ki pripadajo sedmim razliœnim kemiœnim
skupinam (β-laktami, linkozamidi, nitroimidazoli, makrolidi, kinoloni,
sulfonamidi, tetraciklini in trimetoprim) (6). J. Chico s sodelavci je
doloœil zaostanke 39 protimikrobnih uœinkovin (tetraciklini, kinoloni,
penicilini, sulfonamidi in makrolidi) v æivilih æivalskega izvora z uporabo
tekoœinske kromatografije ultravisoke loœljivosti, povezane s tandem
masno spektrometrijo (UHPLC-MS/MS), ki za ionizacijo vzorcev
uporablja elektrosprej metodo (ESI). Metoda je ustrezno validirana v
skladu z direktivo 2002/657/EC (2).

4 Doloœevanje antibiotikov in
njihovih zaostankov, ki se
najpogosteje uporabljajo v
veterinarski medicini

4.1 Makrolidni antibiotiki
Makrolidni antibiotiki so uœinkoviti proti grampozitivnim in nekaterim
gramnegativnim bakterijam. Pogosto jih uporabljamo tako v humani kot
v veterinarski medicini. So grenkega okusa in v vodi zelo teæko topni.
Reverzibilno se veæejo na 50 S ribosomsko podenoto, s tem zavirajo
delovanje translokaze in delujejo bakteriostatiœno (1, 11, 12, 13, 14).
Najbolj znani antibiotiki v tej skupini so eritromicin, klaritromicin in
azitromicin. Evropska in Ameriøka farmakopeja za vse tri predstavnike
predpisujeta identifikacijo z IR absorpcijsko spektrofotometrijo,
merjenje specifiœnega optiœnega zasuka, doloœevanje sorodnih
substanc in vsebnosti z metodo HPLC, doloœevanje vode, sulfatnega
pepela in teækih kovin. V Ameriøki in Evropski monografiji za eritromicin,
ki je zmes veœ makrolidnih antibiotikov (eritromicin A, eritromicin B in
eritromicin C), najdemo øe limitno doloœevanje tiocianata (max. 0,3 %),
ki se pojavi v procesih biosinteze in izolacije (12, 13). 

Literatura navaja doloœevanje makrolidov v plazmi, æivalskih tkivih, krvi
in zemlji z uporabo tekoœinske kromatografije (LC) z ultravijoliœno (UV)

ali fluorimetriœno detekcijo, LC-MS in LC-MS-MS (1, 4, 7). Prav tako so
uspeøno doloœili makrolide v æivalskih jetrih in ledvicah z uporabo
tekoœinske kromatografije z dioda array detektorjem (LC-DAD), pri
œemer so potrdili rezultate, dobljene z masno spektrometrijo (MS) (7). H.
Berrada in sodelavci so za doloœevanje zaostankov makrolidov v
razliœnih vzorcih mesa in rib uporabili visokotlaœno ekstrakcijo tekoœin, pri
œemer so pokazali, da je metoda robustna, preprosta, praktiœna in hitra,
saj so naenkrat doloœevali prisotnost sedmih razliœnih makrolidov (1).

Nepravilna in prekomerna uporaba v veterini ima posledice v obliki
zaostankov antibiotikov in njihovih metabolitov  v æivilih æivalskega
izvora, kar lahko vodi do neæelenih uœinkov pri uporabnikih in do
bakterijske odpornosti na antibiotike. Uporaba nekaterih makrolidov je
v veterinarski medicini zelo omejena, saj imajo toœno doloœen
zaostanek MRL. Tako je tudi njihova uporaba regulirana z direktivama
2377/90/EC in 70/524/EC, ki natanœno predpisujeta vrednosti
zaostankov antibiotikov v æivilih æivalskega izvora (1, 7). Eritromicin,
spiramicin, tilmikozin in tilozin so vkljuœeni v aneks 1 kot uœinkovine z
MRL vrednostjo. Josamicin je vkljuœen v aneks 3 kot uœinkovina z
zaœasno MRL vrednostjo, medtem ko roksitromicin in troleandomicin
nimata dovoljene uporabe za uporabo v æivinoreji v EU in zato tudi
nimata MRL vrednosti (1). 

4.2 Aminoglikozidni antibiotiki
Aminoglikozidni antibiotiki so øirokospektralni antibiotiki, ki imajo
baktericidno delovanje tako na grampozitivne, kakor tudi na
gramnegativne bakterije. Sestavljeni so iz monosaharida,
aminosladkorja in baziœno substituiranih cikliœnih gradnikov
(cikloheksanski derivati z najmanj tremi hidroksi skupinami), ki so med
seboj povezani z glikozidno vezjo (15).

V to skupino uvrøœamo antibiotike, kot so streptomicin, neomicin,
dihidrostreptomicin, gentamicin in kanamicin, ki jih tako v Evropski kot
Ameriøki farmakopeji najdemo v obliki soli z æveplovo (VI) kislino.
Poslediœno obe farmakopeji med identifikacijskimi preizkusi
predpisujeta dokazno reakcijo na sulfat. Ostali preizkusi, ki jih obe
farmakopeji predpisujeta za aminoglikozidne antibiotike, so øe merjenje
pH vrednosti in preizkus izgube mase pri suøenju (12, 13). 

Terapevtsko uporaben streptomicinijev sulfat (sestavljen iz streptidina,
L-streptoze in N-metil-L-glukozamina) je bel, higroskopen praøek,
skoraj brez vonja, grenkega okusa, zelo lahko topen v vodi, skoraj
netopen v etanolu, kloroformu in dietiletru (11, 12, 13). Po Ameriøki in
Evropski farmakopeji streptozni deleæ dokazujemo z reakcijo preko
maltola, s hidrolizo v baziœnem. Po dodatku kisle raztopine æelezovega
(III) klorida, dobimo vijoliœno obarvan kelat, ki mu izmerimo absorbanco
pri valovni dolæini 525 nm (6, 11, 12, 13). V Evropski farmakopeji
najdemo preizkus identifikacije s tankoplastno kromatografijo in øe dve
barvni reakciji. Prva poteka z α-naftolom in koncentriranim natrijevim
hipokloritom, pri œemer dobimo rdeœe obarvanje, saj gre za
premeøœanje iz 1-sulfata. To je Sakaguchi reakcija, ki je znaœilna za
gvanidinsko strukturo (11, 12). Pri drugi metodi pa uœinkovini v vodi in
klorovodikovi kislini dodamo α-naftol in natrijev hidroksid, pri œemer
dobimo bledo rumeno obarvanje. Evropska farmakopeja predpisuje
doloœevanje mikrobioloøke vsebnosti, medtem ko Ameriøka
farmakopeja predpisuje doloœitev vsebnosti z metodo HPLC z
elektrokemiœnim detektorjem (12, 13).

Kanamicinijev sulfat je bel kristaliniœen praøek, topen v vodi, netopen
v acetonu in kloroformu. Ima øtiri amino skupine in naslednje pKs
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vrednosti: pKS1 = 6,4; pKS2 = 7,55; pKS3 = 8,4; pKS4 = 9,4 (11, 12, 13).
Obe farmakopeji med identifikacijskimi preizkusi navajata barvno
reakcijo z ninhidrinom v butanolu z dodatkom piridina, kjer se razvije
temno vijoliœna barva, s œimer dokaæemo primarne amine v sladkornem
in streptaminskem delu (11, 12, 13).  Preizkusa, ki ju najdemo øe v
Evropski farmakopeji, sta merjenje specifiœnega optiœnega zasuka in
preizkus, pri katerem uœinkovini v vodi dodamo pikrinsko kislino in
zberemo kristale, ki se talijo pri pribliæno 235 °C (11).

Gentamicin je zmes 16 sorodnih antimikrobnih substanc.
Farmacevtsko se uporabljajo Gentamicin C1, C1a, C2 in majhna koliœina
C2a. V Evropski in Ameriøki farmakopeji ga  najdemo v obliki sulfata.
Obe farmakopeji navajata merjenje specifiœnega optiœnega zasuka in
doloœitev limita metanola s plinsko kromatografijo. Prav tako tudi obe
predpisujeta doloœevanje vsebnosti, in sicer Evropska farmakopeja
mikrobioloøko, Ameriøka farmakopeja pa z metodo HPLC (5, 6). V
Evropski farmakopeji najdemo identifikacijski preizkus s snemanjem
spektra v obmoœju med 240 nm in 330 nm, kjer raztopina uœinkovine ne
izkazuje absorpcijskega maksimuma, ter identifikacijo s tankoplastno
kromatografijo (12). V Ameriøki farmakopeji pa najdemo identifikacijo z
IR absorpcijsko spektrofotometrijo (13). 

Neomicin je zmes treh uœinkovitih antibiotiœnih substanc: neomicin A,
neomicin B in neomicin C (10). V Evropski in Ameriøki farmakopeji ga
najdemo v obliki sulfata (12, 13). Ameriøka farmakopeja navaja
tankoplastno kromatografijo in dokazno reakcijo s 15M- æveplovo
kislino s segrevanjem (100 minut) pri 100 °C, œemur sledi ekstrakcija s
ksilolom. Pri tej reakciji gre za pretvorbo riboze v furfural. Po dodatku
4-bromoanilina pa dobimo resonanœno stabiliziran roænat cianin z
absorpcijskim maksimumom pri 552 nm, kjer gre za dokaz riboze v
neomicinski strukturi (11, 13). Evropska farmakopeja predpisuje øe
merjenje specifiœnega optiœnega zasuka in doloœitev sorodnih
substanc z metodo HPLC. Obe farmakopeji pa predpisujeta
mikrobioloøko doloœitev vsebnosti (12, 13).

Tudi aminoglikozidni antibiotiki se v æivinoreji pogosto uporabljajo za
zdravljenje bakterijskih okuæb in kot pospeøevalci rasti, zato je v skladu
z direktivo 2002/657/EC nujno treba kontrolirati njihove zaostanke v
æivilih æivalskega izvora (4). Njihova  znaœilnost je, da se ne
metabolizirajo, v majhnem obsegu pa se veæejo na plazemske
proteine, tako da velika koliœina substance nespremenjena zapusti
organizem z urinom ali s fecesom. Tako se ostanki aminoglikozidov
kopiœijo tudi vsepovsod v okolju. Prekomerni odmerki aminoglikozidov
pa povzroœajo tudi neæelene uœinke, kot sta ototoksiœnost in
nevrotoksiœnost (3, 16, 17).

Metode za doloœevanje aminoglikozidov so mikrobioloøke, encimske
in kromatografske. Kot æe omenjeno v uvodu, so mikrobioloøke metode
sicer preproste in cenovno ugodne, vendar œasovno dolge in
nespecifiœne (2, 16). Kromatografske metode so tankoplastna
kromatografija (TLC), plinska kromatografija (GC), LC in LC-MS. Slednji
sta zaradi njune zmogljive separacije, identifikacije in kvantifikacije
glavni analizni metodi za doloœevanje aminoglikozidov (16, 17). W. Zhu
s sodelavci je razvil metodo LC-MS/MS za hkratno doloœevanje veœ
aminoglikozidnih zaostankov v æivilih æivalskega izvora, ki se je izkazala
za zanesljivo in primerno za vsakodnevno rutinsko uporabo (3). HPLC
metoda je moœno povezana s kemijsko strukturo aminoglikozidov, saj
so te spojine zelo polarne in imajo  majhno tendenco zadræevanja na
nepolarnih reverznofaznih kolonah, prav tako pa v njihovi strukturi niso
prisotni kromofori ali ionofori za ustrezno detekcijo. Tako ji v zadnjem

œasu moœno alternativo predstavlja kapilarna elektroforeza (CE), ki je
tudi visoko zmogljiva, hitra in uœinkovita separacijska tehnika, odlikuje
pa se tudi po minimalni porabi reagentov (16). 

4.3 Kloramfenikol
Kloramfenikol je rumenkasto bel kristaliniœen praøek, moœno grenkega
okusa. V vodi in dietiletru je teæko topen, v etanolu in propilenglikolu pa
lahko topen. Ima dva kiralna centra, oba v (R) konfiguraciji, njegovi
strukturni znaœilnosti pa sta aromatska nitro skupina in dva klorova
atoma (11, 12, 13). Z NMR so dokazali, da je od øtevilnih moænih
izomernih oblik antibiotiœno uœinkovita D-threo-oblika, ki je steriœni
analog nukleotida uridin-5’-fosfata, kar dokazuje, da kloramfenikol
deluje kot inhibitor sinteze proteinov (11). 

Specifiœni optiœni zasuk je praviloma odvisen od topila in od
koncentracije preiskovanega topila. Od obiœajnih topil je etanol edini, v
katerem specifiœni optiœni zasuk ni odvisen od koncentracije in znaøa
med +18,5° in +20,5°.  Ker je kloramfenikol zelo grenkega okusa, so
znani njegovi po okusu nevtralni estri,  predvsem s palmitinsko in
stearinsko kislino (11, 12, 13). V Evropski in Ameriøki farmakopeji pod
identifikacijskimi preizkusi najdemo doloœevanje temperature taliøœa,
doloœevanje identifikacije z IR absorpcijsko spektroskopijo in
tankoplastno kromatografijo, merjenje specifiœnega optiœnega zasuka in
doloœevanje vsebnosti: po Evropski farmakopeji z UV/VIS
spektrofotometrijo in po Ameriøki farmakopeji z metodo HPLC (12, 13).
Zaradi øtevilnih funkcionalnih skupin, prisotnih v kloramfenikolu, v
literaturi najdemo celo vrsto identifikacijskih barvnih reakcij (11). Eno
izmed njih najdemo tudi v Evropski farmakopeji, in sicer titracijo z
benzoilkloridom in æelezovim kloridom v kloroformu, pri œemer v vodni
plasti pride do økrlatno rdeœe barve. Evropska farmakopeja predpisuje
øe dokazno reakcijo na kloride, medtem ko v literaturi najdemo øe
dokazno reakcijo po Kunzu, s katero dokaæemo, da sta v molekuli
kloramfenikola dve prosti hidroksi skupini (11, 12). Ostali preizkusi, ki jih
najdemo v Evropski farmakopeji, so doloœevanje sorodnih substanc s
tankoplastno kromatografijo, doloœevanje limita kloridov, izgube mase
pri suøenju in sulfatnega pepela (12). V Ameriøki farmakopeji pa
najdemo doloœevanje pH vrednosti in doloœevanje kromatografske
œistote s tankoplastno kromatografijo (13). 

V nevtralnih in kislih medijih je kloramfenikol relativno stabilen, v alkalnih
pa je nestabilen. Alkalna hidroliza pri viøjih temperaturah zelo hitro
poteœe, kar dokazuje nastanek rumene barve. Knabe in Kräuter sta
izolirala zmes devetih azoproduktov alkalne hidrolize. Prevladujoœa je
bila 4,4’–azobenzojska kislina. Izolirala sta tudi azofenole, azoaldehide
in azoalkohole (11). 

Zaradi njegovih toksiœnih uœinkov (najbolj nevarna pri ljudeh je
aplastiœna anemija) je uporaba kloramfenikola v æivinoreji prepovedana
v øtevilnih dræavah, vkljuœno z dræavami EU, zato je vkljuœen v aneks IV
direktive 2077/90 in se zanj zahteva niœelna toleranca v æivilih æivalskega
izvora. Da lahko spremljamo tako nizke koncentracije kloramfenikola,
potrebujemo obœutljive, zanesljive in robustne analizne metode. Danes
so najobœutljivejøe metode za doloœevanje kloramfenikola GC, HPLC,
TLC, imunoloøke in mikrobioloøke metode, ena izmed najbolj zanesljivih
pa je LC-MS/MS (18, 19, 20, 21). H. T. R nning in sodelavci so v skladu
z direktivo 2002/657/EC razvili LC-MS/MS metodo za identifikacijo in
kvantifikacijo kloramfenikola v øtevilnih æivilih æivalskega izvora: mesu,
jajcih, medu, mleku, plazmi in urinu (18).
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5 Teæave in omejitve sodobnih
instrumentalnih analiznih tehnik

Æivalska tkiva, v katerih najveœkrat doloœujemo zaostanke antibiotikov
(ledvice, jetra, jajca, mleko in med), so kompleksni bioloøki sistemi, saj
vsebujejo visoke vrednosti proteinov in maøœob, ki pogosto motijo
analizne postopke (2, 10). Po navadi v omenjenih surovih tkivih srednja
vrednost proteinov znaøa okoli 20 %,  skupna vsebnost lipidov pa okoli
5 %, kar pomeni, da je izolacija antibiotikov iz bioloøkih vzorcev
zapletena in teæavna. Ekstrakcija zaostankov antibiotikov iz æivalskih
tkiv je namreœ eden najteæjih korakov v celotnem procesu, tudi zaradi
izjemno nizkih koncentracij zaostankov (po navadi v obmoœju od
nanogramskih do mikrogramskih koncentracij) (7, 22). V literaturi tako
zasledimo tekoœe ekstrakcije, vodne ekstrakcije s pomoœjo EDTA-
McIlvain pufrom ali s prisotnostjo EDTA in citronske kisline (postopek
se je izkazal za zelo uporabnega pri ekstrakciji tetraciklinov), kot
uœinkovita ekstrakcijska tehnika pa se je izkazala tudi uporaba
meøanice voda/metanol (2, 7, 8). Ena najbolj popularnih ekstrakcijskih
metod v zadnjem œasu pa je metoda ekstrakcije na trdni fazi (SPE −
solid phase extraction), ki je hitra, zanesljiva in enostavna (21).

6 Zakljuœek
Prispevek dokazuje, da je dogajanje na podroœju analitike antibiotikov
zelo pestro predvsem zaradi œedalje stroæjih zahtev in nadzora
pristojnih organov nad zaostanki v æivilih æivalskega izvora, saj kritiœne
vrednosti ne smejo biti doseæene, prepovedane substance pa v æivilih
ne smejo biti prisotne. V zadnjih letih je zaradi vse veœjih
okoljevarstvenih problemov in zavedanja le-teh opazen tudi naraøœajoœ
trend doloœevanja razpadnih produktov in zaostankov uœinkovin
predvsem v vodah (5, 17, 23, 24, 25, 26, 27). V zadnjem desetletju je
tako v laboratorijih nepogreøljiva tekoœinska kromatografija, povezana
z masno spektrometrijo (LC-MS/MS), katere pomembna lastnost je, da
hkratno uspeøno loœuje med uœinkovinami z zelo podobnimi fizikalnimi
in kemijskimi lastnostmi (22, 28). Zaradi nizkih koncentracij
preiskovanih analitov, kompleksnosti bioloøkih vzorcev in raznolikih
fizikalnih in kemijskih lastnosti antibiotikov je njihovo doloœevanje
izjemno teæko. Poleg vseh naøtetih ovir pa je eden od problemov tudi
ta, da je ustrezna analizna oprema izredno draga. 
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