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Uvod

Kloramfenikol je antibiotik Siro-
kog spektra djelovanja, bakteriostatik
primarno dobiven od bakterija iz roda
streptomiceta, a kasnije se poceo proi-
zvoditi sinteti¢ki. Primjenjuje se za lije-
Cenje razli¢itih infekcija prouzrocenih
Gram-pozitivnim i Gram-negativnim
bakterijama. U veterinarskoj medicini
primjenjuje se oralno ili parenteralno u
lije¢enju infekcija oka i vanjskog uha, si-
stemske salmoneloze, mastitisa, prosta-
titisa, pijelonefritisa, meningitisa i dru-
gih infekcija prouzrocenih anaerobnim
bakterijama te bakterijskih bolesti u riba,
vibrioze i eritrodermatitisa (Dowling,
2006.). Mehanizam njegova djelovanja
kao antimikrobnog lijeka zasniva se na
inhibiciji sinteze proteina u bakterij-
skim stanicama, odnosno sprje(:ava rast
i razvoj rikecija, mikoplazmi i klamidije
(Seol i sur., 2010.). Nakon peroralne pri-

mjene, kloramfenikol se biotrasformira
glukurinidacijom u razli¢itim organima,
jetri i bubrezima, u metabolite koji se
transportiraju u cijeli organizam (Ana-
don i sur., 1994., Akhtar i sur., 1996.).

U humanoj i veterinarskoj medicini
primjena kloramfenikola je ogranicena
zbog moguceg toksi¢nog djelovanja
(Scortichini i sur., 2005.). Utvrdeno
je da prouzroc¢i razne bolesti kao Sto
je depresija kostane srzi, odnosno
ireverzibina aplasti¢na anemija koja moze
dovesti do leukemije (Dowling, 2006.). U
mnogim zemljama Sirom svijeta, uporaba
kloramfenikola je smanjena ili potpuno
zabranjena u Zzivotinja koje se koriste
za prehranu, upravo zbog izazivanja
nepovratne depresije koStane srzi pa
cak i aplasticne anemije (EFSA, 2014.).
Medunarodna agencija za istraZivanje
raka (IARC) je prema rezulatima
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istrazivanja zakljucila da je kloramfenikol
u in vitro uvjetima citotoksican, odnosno
genotoksican u koStanoj srzi te ga
Klasificirala u grupu 2A kao mogudi
karcinogen za ljude (IARC, 1990., WHO,
2004.).

Od 1994. godine Europska je unija
(EU) zabranila njegovo koriStenje u

veterinarskoj medicini u  Zivotinja
namijenjenih  ljudskoj potrosnji (EC,
1990., 1994.). Kloramfenikol pripada

skupini lijekova za koje se najviSa
dopustena kolicina (NDK) u hrani
zivotinjskog podrijetla ne moze ustvrditi
iz toksikoloskih razloga (EFSA, 2014.).
Takoder je uspostavila razinu nulte
tolerancije za kloramfenikol u hrani
zivotinjskog podrijetla, odnosno kao
tvari za koje nema dopustenih razina
u proizvodima Zivotinjskog podrijetla.
Propisana je jedino najmanja granica
zahtjevane ucinkovitosti izvedbe metode
(engl. Minimum required performance limit,
MRPL) za odredivanje kloramfenikola od
0,3 ug/kg (EC, 2003.).

U kontroli kloramfenikola u hrani
zivotinjskog ~ podrijetla  danas  se
primijenjuju razli¢ite orijentacijske i
potvrdne metode. Orijentacijske metode
omogucuju  analizu  velikog broja
uzoraka i otkrivaju prisutnosti neke
tvari, dok potvrdne metode karakterizira
visoka  osjetljivost, niska  granica
odredivanja, Sto omogucuje identifikaciju
i kvantifikaciju odredene supstance.
Danas se kao orijentacijske metode za
odredivanje kloramfenikola najcesce
koriste imunoenzimski testovi (ELISA)
i plinska kromatografija (Scortichini
i sur., 2005, Cerkvenik-Flajs, 2006.).
Kao potvrdne metode za odredivanje
i  kvantifikaciju  kloramfenikola u
hrani primijenjuju se metode plinske i
tekudinske  kromatografije-tandemske
spektrometrija masa, GC-MS/MS
odnosno LC-MS/MS (Impens i sur.,
2003., Peng i sur., 2006., Zhang i sur.,
2008., Bilandzi¢ i sur., 2012., Douny i
sur., 2013., Wang i sur., 2014., Barreto i

sur., 2016.). Cesca je primjena LC-MS/MS
tehnike zbog kraceg postupka pripreme
i postizanja vece osjetljivosti metode i do
0,003 pg/kg (Renning i sur., 2006.).

Kriteriji izvedbe za metode koje se
koriste za odredivanje kloramfenikola su
navedeni u Odluci Komisije 2002/657/EZ
za orijentacijske i potvrdne metode (EC,
2002.a). Metode moraju imati zadovo-
ljavajuce rezultate za parametre: speci-
ficnost/selektivnost, linearnost, toc¢nost,
preciznost i ponovljivost, sposobnost do-
kazivanja CC[3 za orijentacijske metode
(engl. detection of capability) te granic-
na koncentracija (koli¢ina) analita CCa
(engl. limit of decision) u skladu s postup-
cima navedenim u Odluci (EC, 2002.a).
Granice odredivanja metode LOD (engl.
limit of detection) takoder se izracunava-
ju u okviru vrednovanja metode.

Veéina uzorkovanja hrane
zivotinjskog ~ podrijetla i  srodnih
proizvoda za ispitivanje kloramfenikola
u hrani Zivotinjskog podrijetla provodi
se u okviru nacionalnih planova pracenja
ostataka zabranjenih tvari, odnosno
veterinarskih  lijekova u drzavama
¢lanicama prema Direktivi Vijeca 96/23/
EZ (EC, 1996.). Kloramfenikol spada u
skupinu A6 zabranjenih tvari, odnosno
tvari koje se ne smiju davati zivotinjama
koje proizvode hranu i svrstan je u
tablici 2. Uredbe Komisije 37/2010 pod
tvari za koje NDK nije moguce ustvrditi
(EC, 2010.). Iako je njegova primjena
zabranjena u EU, kloramfenikol je
odreden u hrani Zivotinjskog podrijetla
gotovo svake godine pracenja te je
njegova kontrola sustavno potrebna
(EFSA, 2016.).

Cilj ovog rada je odredivanje kon-
centracija kloramfenikola u mesu svinja
i goveda te razli¢itim mesnim proizvo-
dima te njihova usporedba s rezultatima
na razini EU tijekom zadnjeg desetljeca.
U tu svrhu je provedena validacija po-
stupka odredivanja kloramfenikola pri-
mjenom orijentacijske ELISA metode u
mesu i mesnim proizvodima.
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Materijali i metode

Uzorkovanje mesa i mesnih proizvoda

Tijekom 2015., 2016. i 2017. godine
sakupljeno je ukupno 392 uzoraka mesa
i iznutrica svinja i goveda te mesnih
proizvoda odnosno mesnih narezaka,
pasteta, Sunki i kobasica. Uzorci su
sakupljani u velikim trgovackim lancima
na podrudju grada Zagreba. Broj uzoraka
po godini uzorkovanja je iznosio (meso i
mesni proizvodi): 2015. ukupno 96 i 39;
2016. ukupno 75 i 42; 2017. ukupno 102
i 38. Uzorci su drzani na hladnom do
dolaska u laboratorij. U laboratoriju su
podijeljeni u manje komade te zamrznuti
na -18 °C do analize.

Reagensi i standardi

Kloramfenikol je odredivan ELISA
metodom primjenom testa proizvodaca
EuroProximaB.V. (Arnhem, Nizozemska)
opremljenog s: mikrotitarska ploca
(96  jazica), standardna  otopina
kloramfenikola 100 ng/mL (spremno
za  uporabu), otopine standarda
kloramfenikola (2; 0,5; 0,2; 0,1; 0,05; 0,025
i 0 ng/mL), pufer za razrijedivanje (4x
koncentriran), pufer za ispiranje (20x
koncentriran), pufer za rekonstituciju
konjugata i antitijela/zero standard
(spremno za uporabu), otopin supstrat/
kromogen (spremno za uporabu), stop
otopine (spremno za uporabu), konjugat
(liofilizirani), antitijela (liofilizirano).

Standard kloramfenikola nabavljen
je od proizvodaca Sigma (St. Louis,
SAD). Ostale kemikalije su nabavljenje
od: metanol, kloroform i amonij acetat
od J. T. Baker (Deventer, Nizozemska);
etil acetat od Carlo Erba (Milano,
Italija); izooktan od Kemike (Zagreb,
Hrvatska); dusik 5,0 i 5,5 za uparavanje
uzoraka nabavljen je od SOL spa (Monza,
Italija). Ultra cista voda je pripremljena
koriste¢i sustav Direct Q 5UV (Merck
Millipore, Darmstadt, Njemacka). Bazne
otopine standarda pripremljene su
otapanjem analita u metanolu. Radne

otopine upotrebljavane za obogacivanje
slijepih uzoraka dobivene su daljnim
razrjedivanjem, koristeci isto otapalo do
koncentracije od 1 pg/mL. Bazne i radne
otopine standarda su pohranjene na +2 to
+8 °C.

Instrumenti

U postupku pripreme uzoraka mesa
i mesnih proizvoda primijenjivani su
instrumenti: Vortex model VWR, VX-
2500 (IKA®-WERKE GMBH & CO.KG,
Njemacka), homogenizator Ultra-Turrax®
model T25IKA®, centrifuga ROTANTA
460 R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Njemacka), upariva¢ duSikom N-EVAP
model 111 (Orgamonation Associates
Inc.,, Berlin, SAD). Mikrocita¢ Tecan
model Sunrise (Tecan Austria GmbH,
Austria) koristen je za ocitavanje
vrijednosti apsorbanci za ELISA metodu.

Priprema uzoraka

Odvaze se 3 g homogeniziranog
uzorka mesa, odnosno mesnih proizvoda
u plasticnu epruvetu. Uzorku se doda
6 mL etil acetata nakon cega se 10
minuta vorteksira, a zatim centrifugira
10 minuta na 2000 x g pri 21 °C. Nakon
centrifugiranja  pipetira se 4 mL
nadtaloga u ¢istu epruvetu i stavlja na
uparavanje do suhog u blagoj struji
dusika pri 50 °C. Masni se ostatci nakon
uparavanja otapaju u 1 mL mjeSavine
izooktan/kloroforma (2:3; v:v) te se doda
1 mL pufera za razrjedivanje nakon cega
se vorteksira 1 minutu. Takvi se uzorci
stave u vodenu kupelj 5 minuta pri 80 °C
i potom centrifugiraju 10 minuta na 2000
x g pri 21 °C. Nakon centrifugiranja se 50
pL nadtaloga pipetira u jaZice.

Postupak odredivanja kloramfenikola
ELISA metodom

U pojedinacne jazice se doda 100
pL nultog standarda, 50 uL nultog
standarda, 50 puL pripremljenih standarda
za kalibraciju (0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 2
ng/mL) te 50 uL otopine uzoraka, svakog
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u dvije paralele. Zatim se u svaku jazicu
(osim jazica sa 100 pL zero standarda)
doda 25 pL razrijedenog enzim-konjugata
i razrijedene otopine protutijela. JaZice se
prekriju, ploca nekoliko sekundi protrese
i zatim inkubira u tami pri 4 °C tijekom
1 sata. Nakon inkubacije tekudina se iz
jazica ukloni te ispere 3 puta s pferom
za ispiranje. U svaku jazicu pipetira se
100 pL supstrata/kromogena te inkubira
30 minuta u tami na sobnoj temperaturi
(20 do 25 °C). Nakon inkubacije doda se
100 pL stop otopine i zatim se ocitava
apsorbancija pri 450 nm na mikrocitacu
Tecan.

Validacija ELISA metode

Postupak validacije metode za
odredivanje kloramfenikola u uzorcima
mesa i mesnih proizvoda proveden je
sukladno zahtjevima Odluke Komisije
2002/657/EC (EC, 2002.a). Odredeni su
validacijski ~ parametri:  selektivnost/
specificnost, sposobnost dokazivanja
CCB, iskoriStenje, ponovljivost i
preciznost, granica detekcije LOD,
granica kvantifikacije LOQ.

U svrhu utvrdivanja selektivnosti/
specifi¢nosti analizirano je 20 uzoraka
mesa, odnosno proizvoda bez obogacenja
i 20 uzoraka s obogadenjem na razini
0,3 pg/kg. U metodama se odredivalo
iskoristenje, CCa i CC pomocu kojih je
dokazana selektivnost/specificnost.

Granic¢na koncentracija CCa
odredena je kao zbroj srednje vrijednosti
koncentracije  slijepih  uzoraka i

standardne devijacije odgovora slijepih
uzoraka pomnoZene s 2. Sposobnost
dokazivanja CCB (p=5%) je dobivena
kao zbroj grani¢ne koncentracije i
odgovaraju¢e  standardne devijacije
pomnozene s 1,64. Granica detekcije LOD
i granica kvantifikacije LOQ izracunati
su analizom 20 negativnih uzoraka,
odnosno tako da se srednjoj vrijednosti
ponavljanih uzoraka pribroji 3 (LOD),
odnosno 10 (LOQ) standardnih devijacija
utvrdenih za uzorke.

IskoriStenje  metode je ispitano
obogacivanjem slijepih uzoraka na tri
koncentracijske razine za meso na 0,15;
0,30 i 0,45 pg/kg odnosno za mesne
proizvode na 0,3; 0,45 i 0,6 ug/kg, u
Cetiri ponavljanja serija po minimalno 8
mjerenja. Na temelju dobivenih rezultata
izracunata je ponovljivost rezultata
izracunom koeficijenta varijacije rezultata
CV%.

Statisticka analiza

Statisticka analiza dobivenih
koncentracija kloramfenikola provedena
je racunalnim programom Statistica 10
(StatSoft® Inc., Tulsa, SAD). Koncentracije
su izraZene kao minimalna i maksimalna
koncentracija, srednja vrijednost =+
standardna devijacija (SD).

Tabela 1. Validacijski parametri ELISA metode za odredivanje kloramfenikola u mesu i mesnim

proizvodima.

Vrsta Obogacenje | Iskoristenje | CV CCa CCp LOD LOQ
uzoraka (ug/kg) (%) (%) | (ng/kg) | (ug/kg) | (pug/kg) | (ng/kg)

0,15 60,3
0,30 77,3

Meso
0,45 101,9
Ukupno 80,8
0,30 89,1
Mesni 0,45 108,4
proizvodi 0,60 102,6
Ukupno 100,0

17,7
11,2
10,1
13,0
21,6
10,4
10,7
14,2

0,005 0,05 0,005 0,010

0,02 0,13 0,019 0,068
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Rezultati i rasprava

U ovome radu koncentracije kloram-
fenikola u mesnim proizvodima odre-
divane su ELISA metodom. Metoda je
validirana sukladno postupcima Odluke
Komisije 2002/657/EZ za orijentacijske
(EC, 2002.a). U Tabeli 1 prikazani su izra-
¢uni validacijskih parametara selektiv-
nost/specifi¢nost, preciznost i ponovlji-
vost, iskoriStenje, granicna koncentracija
CCa sposobnost dokazivanja CC[3, grani-
ca detekcije LOD, granica kvantifikacije
LOQ za primjenjivanu ELISA metodu za
odredivanje kloramfenikola u mesu i me-
snim proizvodima.

Selektivnost/specifi¢nost metode
prikazana je pomocu  sposobnosti
dokazivanja CCP. Odredene su CCp
vrijednosti za meso i mesne proizvode
od 0,05, odnosno 0,13 ug/kg te su nize
od MRPL vrijednosti (0,3 ug/kg) cime
se potvrduje selektivnost/specificnost

metode. Odredena su ukupna iskoristenja
od 80,8% odnosno 100,0% i unutar su
preporucenog raspona 50-120%. Rezultati
odredivanja ponovljivosti i preciznosti
prikazani su kao koeficijent varijacije
u  unutar-laboratorijskim  uvjetima
ponovljivosti te su unutar dopustene
granice odstupanja (- 50% do + 20%).
Odredene granice detekcije LOD u mesu
i mesnim proizvodima su 0,005, odnosno
0,019 ug/kg, a granice kvantifikacije LOQ
0,010 i 0,068 ug/kg. Zakljucno se moze
re¢i da su kljuéni validacijski parametri u
skladu s kriterijima te se ispitivana ELISA
metode za odredivanje kloramfenikola
u mesu i mesnim proizvodima moze
smatrati prikradnom za svoju namjenu.
U Tabeli 2 su prikazani rezultati
odredivanja koncentracija kloramfenikola
u mesu goveda i svinja te razlicitim
mesnim proizvodima sakupljenih tijekom
2015., 2016. i 2017. godine. U ukupno 392
uzorka koncentracije kloramfenikola su

Tabela 2. Koncentracije kloramfenikola u mesu i mesnim proizvodima sakupljenim u periodu 2015.-2017.

2015. 2016. 2017.

Vrsta

Sred.vrij.+ SD | Min - Maks Sred.vrij. + SD | Min - Maks Sred.vrij.£ SD | Min-Maks

(pg/kg) (pg/kg)

Svinjsko
VNSO 40 00069£0,007 00003-0029 42 001820041 0001020 48 0,0098x0014° 0,0003-0,062
Svinjske
SVINISKE 10 000590005 0,0009-0016 6 000280002 00010006 10 0,0046+0003° 00011-0,009
Govede
Sovede 33 0017:0029 00006-014 21 0022:0041 0001003 34 0,0058x0004 000050014
Govede
Covede g 0002920002 00003-0007 6 0002+0001 00010005 10 00056%0,002 0,0024-0,009
Ukupno
KOO 96 001120019 00003-014 75 001620037 0001-020 102 000760009 0,0003-0,063
Naresci 7 0076+0065 00051018 10 0052:0030 0019-011 12 0069+0072  0,0069-0,22
Pattete 18  0,021+0031 00015011 12 0012:0016> 0,0004-0,048 12  0026+0,027 0,0021-0,085
Sunke 8 002140039 00016-012 8 0,0034+0,003% 0,0012-0009 8 0,012+0016> 0,0014-0,039
Kobasice 6 0008900110  %%018" 12 0008850011" 000060037 6 0008:0005° 00030016
Ukupno
Droibney 39 002930044 00015-018 42 00190026 00004-0,11 38 0030049 00015022

2 srednje vrijednosti manje od LOD = 0,005 pg/kg
* srednje vrijednosti manje od LOD = 0,019 ug/kg
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se kretale u rasponu 0,0003-0,22 pg/kg.
Najveca vrijednost od 0,22 ug/kg izmjerena
je u mesnom naresku. Ukupne srednje
vrijednosti kloramfenikola za sve vrste
mesa i iznutrica su odredene u rasponu
od 0,0076 do 0,016 pg/kg, odnosno iznad
LOD vrijednosti od 0,005 ug/kg. Ukupne
srednje vrijednosti za mesne proizvode
su izmjerene u ve¢em rasponu 0,019-0,034
ug/kg, odnosnonaiiznad LOD vrijednosti
od 0,019 pg/kg. Nisu utvrdene vrijednosti
iznad MRPL vrijednosti.

U prijasnjim istrazivanjima ostatci
kloramfenikola odredeni su u tkivima
pilica podrijetlom iz tri pokrajine Irana.
Utvrdena su 28 pozitivna uzorka te
odredene maksimalne koncentracije

od 0,54 pg/kg u bubrezima i 155,2 pg/
kg u jetri pilica (Tajik i sur., 2010.). U
razdoblju od 2002. do 2012. godine u
okviru nacionalnih planova pracenja
ostataka veterinarskih lijekova i drugih
tvari u zivim Zivotinjama i zivotinjskim
proizvodima u okviru nacionalnih
planova prema Direktivi Vijeca 96/23/

Z (EC, 1996.) clanice EU su analizirale
ukupno 768 734 ciljanih uzoraka na tvari
grupe A6, odnosno zabranjenih tvari, a
koja ukljucuje kontrolu kloramfenikola
(EFSA, 2014.). Ustvrdeno je ukupno
306 nesukladnih uzoraka obzirom na
poviSene koncentracije kloramfenikola,
a najveéi broj se odnosi na Zzivotinjske
vrste svinje, perad i goveda s 91, 74 i 68

Tabela 3. Broj utvrdenih nesukladnih rezultata kloramfenikola na razini EU u okviru nacionalnih
programa pracenja ostataka kloramfenikola u razdoblju 2013.-2015.

Broj nesukladnih Clanica EU koja je prijavila nesukladan
Vrsta zivotinje
rezultata rezultat

Govedo

Svinja

ovce/koze
2013.

perad

uzgojena divljac

w —= o — O

mlijeko
Ukupno 23
govedo
svinja
ovce/koze
2014, P
akvakultura

mlijeko

JE N S

jaja

()]

Ukupno
govedo
svinja
perad
2015. mlijeko
Jaja
Med
Ukupno 12

- NN W g N

Ceska, Njemacka, Nizozemska, Poljska,
Ujedinjeno Kraljevstvo

Austrija, Italija, Njemacka, Poljska
Austrija

Ceska, Njematka, Poljska

Ceska

Letonija, Slovenija, Slovacka

Austrija, Njemacka, Poljska, Slovacka
Cedka

Austrija

Cipar

Njemacka

Letonija, Poljska

Letonija

Hrvatska, Letonija
Bugarska, Finska, Poljska
Hrvatska, Poljska
Letonija, Poljska

Letonija

Njemacka
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nesukladnih uzoraka. Ostale kategorije
za koje su prijavljeni uzorci koji nisu
sukladni uklju¢uju ribe, ovce/koze,
kunice, uzgojenu divlja¢, med i mlijeko
(EFSA, 2014.).

U  okviru  pradenja  ostataka
kloramfenikola u nacionalnim planovima
¢lanica Europske unije u razdoblju od
2013. do 2015. takoder su ustvrdene
poviSene koncentracije kloramfenikola
(Tabela 3). U tome razdoblju ustvrdeno
je ukupno 50 nesukladnih rezulatata
kloramfenikola wu razlic¢itim vrstama
zivotinja i njihovih proizvoda (EFSA,
2015, 2016., 2017.). Najveéi broj
nesukladnih rezultata odnosio se na
uzorke goveda, svinja i peradi s po 13, 11
i 9 nesukladnih uzoraka. Usporedujudi tri
navedene godine provodenja nacionalnih
planova vidi se tendencija smanjenja
nesukladnih uzoraka s ukupno 23 u

2013. na 12 nesukladnih u 2015. godini.
U 2015. godini u Hrvatskoj su isto tako
u okviru nacionalnog plana pracenja
ostataka zabranjenih tvari ustvrdena 2
nesukladna rezultata kloramfenikola,
jedan u mesu goveda i jedan u
mesu peradi (EFSA, 2017.). Drzave
¢lanice, nakon ustvrdivanja poviSenih
koncentracija, provode naknadne istrage
za ustvrdivanje uzroka pojave ostataka
kloramfenikola u hrani Zzivotinjskog
podrijetla i sprecavanje ponavljanja te
provode odredene mjere prema Direktivi
96/23/EZ (EC, 1996.). Budud¢i da je
kloramfenikol zabranjena tvar ocekivani
ishod nalaza kloramfenikola je njegova
nezakonita uporaba, odnosno zlouporaba
kao veterinarskog lijeka u Zivotinja
namijenjenih za prehranu (EFSA, 2014.).

Zemlje clanice EU ostale nesukladne
rezultate kloramfenikola u kontroli

Tabela 4. Uzorci mesa i mesnih proizvoda s nesukladnim koncentracijama kloramfenikola prijavljeni u

RASFF sustav u razdoblju 2008.-2017.

Vrsta
proizvoda

Clanica
prijave

Datum
prijave

14/12/2016. Ejreaclj;:\i:&% svinjska crijeva
21/12/2012.  Portugal ovCja crijeva
26/11/2012.  Danska crijeva
16/10/2012.  Danska crijeva
16/10/2012. Danska crijeva
21/09/2012.  Danska svinjska crijeva
06/09/2012.  Danska svinjska crijeva
22/08/2012.  Danska svinjska crijeva
21/08/2012. Italija meso peradi
23/03/2012.  Belgiija zedije meso
29/03/2011.  Danska crijeva
23/03/2011.  Danska crijeva
08/03/2011.  Danska svinjska crijeva
13/05/2010.  Luksenburg  svinjska crijeva
20/11/2009.  Francuska ov¢ja crijeva
15/10/2009.  Francuska zedije meso
16/01/2009. Belgija zeCije meso
09/06/2008. Italija ovéja crijeva

Koncentracija
kloramfenikola

Zemlja podrijetla proizvoda

(pg/kg)
4,6 Kina
0,5 Pakistan
Nije navedena Australija, procesuirano u Kini
0,35 Danska, procesuirano u Kini
0,35 Danska, procesuirano u Kini
1,6; 0,47 Danska, procesuirano u Kini
3,5 Danska, procesuirano u Kini
1,91 Poljska, procesuirano u Kini
0,88 Italija
Nije navedena Kina
0,48 Kina
0,87 Kina
0,45; 0,31 Danska, procesuirano u Kini
Nije navedena Pakistan
0,56 Indonezija
0,3 Kina
4 Kina
0,43 Novi Zeland, procesuirano u Kini
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proizvoda koji se upucuju na trZiste
EU prijavljuju u centralni sustav brzog
uzbunjivanja za hranu i hranu za Zivotinje
- RASFF (engl. Rapid Alert System for Food
and Feed) (EC, 2002.b). U razdoblju od 2008.
do 2017. godine prijavljeno je ukupno
108 razli¢itih proizvoda s nesukladnim
koncentracijama kloramfenikola (RASFF,
2008.-2017.). U Tabeli 4 su prikazane vrste
mesa i mesnih proizvoda s nesukladnim
koncentracijama kloramfenikola koji su
prijavljeni u RASFF sustav u razdoblju
2008.-2017. Ukupno je prijavljeno 18
proizvoda od koji su 14 crijeva Zivotinja,
3 meso ZeCeva i jedno meso peradi.
Koncentracije su se kretale od 0,3 do 4,6
ug/kg, a najvisa koncentracija od 4,6 ug/
kg kloramfenikola odredena je u uzorcima
svinjskih crijeva podrijetlom iz Kine u
2016. godini u Ujedinjenom Kraljevstvu.

U vremenu od 2013. do 2017. prijavlje-
no je 20 enzimskih preparata s povisenim
koncentracijama kloramfenikola. NajvisSe
vrijednosti od 2100 do 31400 ug/kg odre-
dene su u 2013. u enzimima koji sadrze
pektinazu iz Njemacke, sa sirovinom iz
Indije. Postotci ostalih vrsta proizvoda s
povisenim koncentracijama kloramfeni-
kola prijavljenih u RASFF sustav u vre-
menu od 2008. do 2017. godine bili su:
rakovi 25,9%, med i mati¢na mlijec 7,4%,
mlijeko i mlijeni proizvodi 9%, hrana
za zivotinje 13,9%, riba i proizvodi 5,6%,
dodatci hrani 5,6% i drugi. NajviSa kon-
centracija od 125 ug/kg u kategoriji vrsta
hrane rakovi utvrdena je u ohladenim ja-
stozima podrijetlom iz Sjedinjenih Drza-
va u 2011. godini.

U 2017. godini u RASFF sustav su
prijavljeni nesukladni uzorci s poviSenim
vrijednostima kloramfenikola u sljede¢im
drzavama: Njemacka - smrznuti bijeli
skampi (Penaeus vannamei) podrijetlom
iz Vijetnama (0,46 ug/kg), Norveska -
smrznuti riblji Stapici iz Vijetnama (<0,1
ug/kg), Belgija - sirove kozice (Litopeneaus
vannamei) iz Indije (0,52 ug/kg), Poljska -
med iz Rusije (1,34 ug/kg) (RASFF, 2008.-
2017.).

U analizama rizika izloZenosti
koriStenjem prehrambenih namirnica
koje bi mogle sadrzavati kloramfenikol
Europska agencija za sigurnost hrane
(engl. European Food Safety Authority, EFSA)
ustvrdila je dakontrola kloramfenikolana
zadanoj koncentracijskoj razini od 0,3 pg/
kg pokriva sve potencijalne izlozenosti
prehrani. U izracun izloZenosti uzete su
koli¢ine u prehrambenim proizvodima
zivotinjskog podrijetla, hrani u kojima
su prisutni enzimski pripravci koji mogu
kontaminirati hranu kloramfenikolom
te Zitarice i proizvodi na bazi Zitarica
u kojima bi se kloramfenikol mogao
prirodno pojaviti. Uzevsi u obzir
prehrambene navike u razli¢itim
zemljama EU izra¢unata je srednja
kroni¢na izloZenost prehranom od 11 do
17 ng/kg tjelesne mase na dan za malu
djecu i od 2,2 do 4,0 ng/kg tjelesne mase
na dan za odrasle (EFSA, 2014.).

Rezultati u ovome istraZivanju
pokazuju da su meso i mesni proizvodi
zdravstveno ispravni s obzirom na
ostatke kloramfenikola. Usprkos zabrani
primjene, ostaci kloramfenikola sustavno
se pronalaze u EU u svim vrstama
proizvoda zivotinjskog podrijetla Sto
je zabrinjavajuce za potroSace. Stoga je
njegova kontrola imperativha na svim
razinama proizvodnje hrane zZivotinjskog
podrijetla te posebice kontrole uvoznih
posiljaka razli¢itih proizvoda.

Sazetak

Usprkos zabrani primjene kloramfenikola
u veterinarskoj medicini za Zivotinje
namijenjene za prehranu u Europskoj uniji
(EU) viSe od dva desetljeca, njegovi ostataci se
sustavno odreduju u svim vrstama proizvoda
zivotinjskog podrijetla. Svrha ovog istrazivanja
je odredivanje koncentracija kloramfenikola
u uzorcima mesa i mesnih proizvoda
primjenom ELISA metode. Validacija metode
je provedena prema kriterijima Odluke
Komisije 2002/657/EC. Odredeni su sljedeci
parametri za meso i mesne proizvode:
sposobnosti dokazivanja CCf 0,05 i 0,13
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ug/kg; iskoristenje 80,8 i 100%; koeficijent
varijacije 13 i 14,2%; granice detekcije LOD
0,005 i 0,019 ug/kg; granice kvantifikacije
LOQ 0,0101 0,068 pg/kg. Dobiveni validacijski
parametri su u skladu s kriterijima Odluke
Komisije te se metoda moZe smatrati
prikladnom za kvantifikaciju kloramfenikola
u mesu i mesnim proizvodima. U ovome
istrazivanju  koncentracije  kloramfenikola
odredivane su u mesu goveda i svinja te
razli¢itim mesnim proizvodima sakupljenim
tijekom 2015., 2016. i 2017. godine. U ukupno
392 uzorka koncentracije kloramfenikola
su se kretale u rasponu od 0,0003 do 0,22
ug/kg. Najveca vrijednost od 0,22 ug/kg
izmjerena je u mesnom naresku. Srednje
vrijednosti kloramfenikola za meso i mesne
proizvode odredene su u rasponu od 0,0076
do 0,034 pg/kg. Nisu ustvrdene vrijednosti
iznad propisane granice najmanje zahtjevane
ucinkovitosti izvedbe metode (MRPL) od 0,3
ug/kg. Prema podatcima Europske agencije
za sigurnost hrane u okviru pracenja ostataka
kloramfenikola u nacionalnim planovima
clanica EU u razdoblju od 2013. do 2015.
odredeno je ukupno 50 uzoraka razlicitih
zivotinjskih vrsta te proizvoda s poviSenim
koncentracijama kloramfenikola. Najvedi broj
nesukladnih rezultata je zabiljeZen u goveda i
svinja. U 2015. godini su u Hrvatskoj utvrdena
2 nesukladna rezultata kloramfenikola, jedan
u mesu goveda te drugi u mesu peradi. U
razdoblju od 2008. do 2017. godine u centralni
sustav brzog uzbunjivanja za hranu i hranu
za zivotinje (RASFF) u koji se evidentiraju
nesukladni proizvodi koji se upucuju na
trziste EU, prijavljeno je ukupno 108 razli¢itih
proizvoda s nesukladnim koncentracijama
kloramfenikola. Medu nesukladnima je
prijavljeno 18 mesnih proizvoda od koji su
14 bila crijeva zivotinja, 3 meso zeceva i jedno
meso peradi. Rezultati u ovome istrazivanju
pokazuju da su analizirani mesni proizvodi
zdravstveno ispravni s obzirom na ostatke
kloramfenikola. Medutim, s obzirom na
navedene nesukladne rezultate na razini
EU imperativna je njegova kontrola na svim
razinama proizvodnje hrane Zzivotinjskog
podrijetla, posebice kontrole uvoznih posiljaka
razlicitih proizvoda.

Kljucne rijeci: kloramfenikol, meso, mesne
proizvodi, sigurnost hrane, ELISA, validacija
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Despite the ban on the wuse of
chloramphenicol in veterinary medicine in
animals intended for nutrition within the
European Union (EU) for more than two
decades, its residues are systematically
determined in all types of animal products.
The purpose of this study was to determine
chloramphenicol concentrations in meat and
meat products using the ELISA method.
Method validation was performed according
to Commission Decision 2002/657/EC. The
following parameters for meat and products
were determined: detection capability
(CCB) 0.05 and 0.13 ug/kg; recovery 80.8
and 100%; coefficient of variation 13 and
14.2%; detection limit (LOD) 0.005 and 0.019
ug/kg; quantification limit (LOQ) 0.010
and 0.068 ug/kg. The obtained validation
parameters were in accordance with the
criteria of the Commission Decision, and the
method is suitable for the quantification of
chloramphenicol in meat and meat products.
In this study, chloramphenicol concentrations
were determined in beef and pork meat and
various meat products collected during 2015,
2016 and 2017. In a total of 392 samples,
chloramphenicol concentrations ranged from
0.0003 to 0.22 pg/kg. The highest value of 0.22
ug/kg was measured in luncheon meat. Mean
chloramphenicol values for all tested meat and
meat products ranged from 0.0076 to 0.034
ug/kg. No values were found to exceed the
prescribed minimum required performance

limit (MRPL; 0.3 pg/kg) for the method
used for chloramphenicol quantification.
According to the data of the European Food
Safety Agency, based on national monitoring
plans of chloramphenicol residues in EU
Member States for the period 2013-2015, a
total of 50 samples of different animal species
and products were determined to have
elevated chloramphenicol concentrations. The
highest number of non-compliant results was
recorded in beef and pork meat. In 2015, two
non-compliant results of chloramphenicol
were found in Croatia, one in beef and the
other in poultry meat. In the period from
2008 to 2017, a total of 108 different products
with non-compliant chloramphenicol
concentrations were reported in the Rapid
Alert System for Food and Feed (RASFF) for
non-compliant products intended for the EU
market. Among those non-compliant samples
were 18 meat products, of which 14 were offal
of different animal species, three were rabbit
meat and one poultry meat. The results of
this study showed that the analysed meat
products are suitable for human consumption
with regard to the measured chloramphenicol
residues. However, given the non-compliant
results at the EU level, control of these
residues is essential at all levels of animal
food production and, in particular, control of
import consignments of different products.

Key words: chloramphenicol, meat, meat
products, food safety, ELISA, validation
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