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Pracenje farmakoloski

aktivnih tvari u mlijeku

u Europskoj uniji
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Sazetak

Proizvodnja sigurnog i kvalitetnog
mlijeka kljucni je aspekt pravilnog javnog
zdravstva u Europskoj uniji (EU). Cesta
uporaba farmakoloski aktivnih tvari u
Klinickoj praksi na govedarskom farmama
uzrokuje pojavu njihovih ostataka u razlicitim
prehrambenim  proizvodima  ukljucujuci
mlijeko. Najces¢e koristeni lijekovi u
mlijecnoj industriji su antibiotici tetraciklini
i beta-laktami protiv patogenih uzrocnika
mastitisa. Primjena veterinarskih lijekova
mora biti pazljivo optimizirana kako bi se
zastitilo zdravlje potrosaca od mogucih
stetnih toksi¢nih ucinaka. Takoder, veliki
problem je i razvoj rezistencije u potrosaca
koji uzrokuje neuspjeh antibiotskih terapija,
posebice protiv opasnih patogenih sojeva
mikroorganizama. Danas vedina clanica EU
pokazuje tendenciju povecanja proizvodnje
mlijeka. Najvec¢i proizvodaci mlijeka u
EU su Njemacka, Francuska i Ujedinjeno
Kraljevstvo. U Hrvatskoj je u zadnje 3
godine vidljiva tendencija pada proizvodnje
mlijeka. Clanice EU tee kontroli ostataka
farmakoloski aktivnih tvari u mlijeku
primjenom selektivnih, osjetljivih i preciznih
analitickih metoda. Tekucinska kromatografija
povezana s  tandemskom = masenom
spektrometrijom (LC-MS/MS) je najcesce
koriStena instrumentalna analiticka tehnika za

odredivanje ostataka tih tvari u mlijeku. Danas
su razvijene multimetode primijenom LC-MS/
MS koje omogucuju identifikaciju 160 i vise
spojeva. U svrhu zastite zdravlja potrosaca
clanice EU provode kontrolu farmakoloski
aktivnih tvari u mlijeku u okviru nacionalnih
planova pracenja njihovih ostataka (NPPR).
Kontrola farmakoloski aktivnih tvari temelji
se na definiranim najvedim dopustenim
kolicinama ostataka tih tvari (NDK).
Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA)
prikuplja podatke kontrole svih ¢lanica EU
analiziranih u okviru NPPR te svake godine
prilaze zajednicko izvjesée. U okviru planova
NPPR drzava clanica EU tijekom 2015., 2016.
i 2017. ustvrdeno je 0,115 %, 0,128 % i 0,304 %
nesukladnih rezultata za farmakoloski aktivne
tvari. Najvedi broj nesukladnih rezultata
odnosio se na skupinu antibakterijskih tvari
(B1) i nesteroidnih protuupalnih lijekova
(B2e). U skupini antibakterijskih tvari
ustvrdeno je ukupno 48,2 % nesukladnih tvari
beta-laktama u sve tri godine ukupno. U 2017.
godini najveci broj nesukladnih rezultata se
odnosio na nesteroidne protuupalne lijekove
(54,5 %), odnosno u toj skupini lijekova 90,5 %
nesukladnih je ustvrdeno za salicilnu kiselinu.
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Uvod

U suvremenoj veterinarskoj praksi,
farmakoloski aktivne tvari se primijenjuju
u Zivotinja koje proizvode hranu u svrhu
lijecenja bolesti, za sprijeCavanje mogucih
bolesti odnosno preventivno ili u svrhu
postizanja brzeg prirasta u svojstvu
promotora rasta. Nijhova primjena u
uzgoju zivotinja i veterini rezultirala je
zdravijim i produktivnijim domaéim
zivotinjama te osigurala dobrobit i
zdravlje Zivotinja. Danas je viSe stotina
razlic¢itih tvari u opticaju u veterinarskoj
medicini te djeluju kao antibiotici,
antiparazitici, kokcidiostatici, fungicidi
ili protuupalni lijekovi (Song i Guo, 2014.,
Bessaire i sur., 2018.).

Medu veterinarskim lijekovima vise
od 70 % koristenih su antibiotici (Song i
Guo 2014.). Njihova globalna potrosnja
raste te se smatra da ¢e sa 63 151 tona u
2010. godini porasti na 105 596 tona do
2030. (Van Boeckel i sur., 2015.). Najcesce
primjenjivane skupine antibiotika u
veterinarskoj medicini su beta-laktami,
tetraciklini, sulfonamidi, fluorokinoloni,
makrolidi, linkozamidi i aminoglikozidi
(Jank i sur., 2017.).

U mlije¢noj industriji najcesée kori-
Steni antibiotici su antimikrobni lijekovi
koji se koriste protiv patogenih uzrocni-
ka mastitisa (Fisher i sur., 2011.). Govedi
mastitis je endemska bolest te jedna je od
najcescih bolesti koja pogada mlijecno go-
vedo i smanjuje kakvocu mlijeka (Leslie
i Petersson-Wolfe, 2012.). Na farmama
mlije¢nih goveda visoka ucestalost klinic-
kog mastitisa te subklinickog mastitisa
predstavlja gospodarski i socijalni pro-
blem (Halasa i sur., 2007., Getaneh i sur.,
2017.). Povezana je s djelovanjem raznih
bakterija Sto rezultira upalom mlijecnih
zlijezda. Uporaba antimikrobnih lijekova
tijekom razdoblja dojenja je Cesta pojava
u mlijenom govedarstvu (Magon i sur.,
2018.). U tu svrhu u proizvodnji mlijeka
u svrhu sprijecavanja i kontrole mastiti-
sa koriste se tetraciklini te beta-laktamski
antibiotici, odnosno penicilini i cefalos-

porini (Bourin i Clénet, 2014.). NajceSce
se koriste tetraciklini zbog niskih trosko-
va i Sirokog spektra djelovanja (Kuang i
sur., 2009.).

Prisutnost ostataka antibiotika u mli-
jeku stvara poteskoce u proizvodnji te na-
ruSava kvalitetu proizvoda (Mishra i sur,
2011.). Ostatci antibiotika u hrani Zivo-
tinjskog podrijetla stvaraju potencijalnu
prijetnju izravnom toksi¢nosc¢u za ljude.
Glavni javno zdravstvi rizici povezani s
izlaganjem veterinarskim lijekovima su
reakcije preosjetljivosti, karcinogenost,
mutagenost, teratogenost i poremecaj
normalne flore crijeva (Desmarchelier i
sur., 2018.).

Precesta niska razina izloZenosti an-
tibioticima rezultira izmjenom mikroflo-
re i mogudim razvojem rezistencije koji
prouzroce neuspjeh antibiotske terapije
u klinickim situacijama (Mishra i sur,
2011., Hassan i sur., 2014.). Naime, da-
nas su infekcije prouzrocene bakterijama
otpornim na antibiotike u porastu, a ot-
pornost na antibiotike vjerojatno je glav-
ni javno zdravstveni problem. Uporaba
ili zlouporaba antibiotika u veterinarskoj
medicini, ponajprije na velikim farmama
dovela je do nastanka otpornih bakterija
u zivotinjskom stanistu. Taj se rezervoar
otpornosti moZze izravno ili neizravno
prenijeti na ljude putem konzumacije
hrane i izravnim ili neizravnim kontak-
tom. Otporne bakterije mogu prouzro-
Citi ozbiljne zdravstvene uéinke izravno
ili prenosenjem svojstava rezistentnosti
na antibiotike na patogene, uzrokujudi
tesko lijecenje bolesti i zbog toga visi stu-
panj obolijevanja i smrtnosti (Economou
i Gousia, 2015.). Projekcija smrinih sluca-
jeva koji su posljedica antimikrobne ot-
pornosti mikroorganizama na razini EU
spominje brojku od 25 000 svake godine
(Desmarchelier i sur., 2018.).

Stoga je =zastita javnog zdravlja
od mogudih Stetnih ucdinaka ostataka
veterinarskih lijekova od prioriteta za
kontrolna tijela Europske unije (EU).
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Neprestano se radi na poboljSanjima
analitickih  kapaciteta  clanica EU
potrebnih za pracenje ostataka lijekova
od uzgajalista, odnosno od sirovine do
gotovih proizvoda, odnosno stola u
kucanstvima.

Proizvodnja mlijeka u
Europskoj uniji

U razli¢itim  zemljama svijeta
potros$nja mlijeka i mlijecnih proizvoda

odredena je zemljopisnim poloZajem
i gastronomskim tradicijama kao i
trzisSnim i gospodarskim uvjetima
(Fejzuli i sur., 2018.). Danas su najveci
svjetski proizvodaci mlijeka SAD-a koji
je na prvom mjestu, a slijede ga Kina,
Indija, Rusija, Brazil, Turska te zemlje EU
(Magon i sur., 2018.). Od zemalja EU u
10 zemalja s najve¢om proizvodnjom na
svijetu ubrajaju se Njemacka, Francuska
i Ujedinjeno Kraljevstvo. U Tabeli 1.
prikazana je proizvodnja mlijeka u
zemljama clanicama EU u 2015., 2016. i

Tabela 1. Proizvodnja mlijeka (tone) u 2015., 2016. i 2017. u zemljama ¢&lanicama EU (EFSA, 2017.,

Clanica EU 2015. 2016. 2017.

2018.,2019.).
Njemacka 30380817
Francuska 24 425788
Ujedinjeno Kraljevstvo 14 611 308
Nizozemska 12 716 300
Poljska 12 607 301
Italija 11071 383
Spanjolska 6927 836
Irska 5900 705
Danska 4500 000
Belgija 3299 539
Svedska 2932 000
Ceska 2 856 000
Finska 2288 500
Rumunjska 1900 107
Grcéka 1892333
Portugal 1847975
Litva 1392429
Slovacka 1262123
Letonija 915000
Madarska 872 541
Estonija 771 632
Hrvatska 738 917
Bugarska 531 304
Slovenija 505 536
Luksemburg 287 000
Cipar 164 000
Austrija 150 915
Malta 45142

np — nisu prikazani

31 457 454 31565 955
np 24566 911

14850 189 15270 310
13 467 400 14 616 286
12 859 447 12 867 163
11037 367 11159 207
6574721 6794 063
6361528 955 974
4613123 3591 207
3 464 609 3563796
2921000 2921000
2973 000 2990000
2364900 2359000
964 612 915338
1915170 1897 642
2000 286 1935177
1483 490 1 409 456
1263676 1252218
972 000 978 000
687 687 945 230
805 165 783172
720 440 674 200
569 839 447 680
530 985 499 965
287 000 350 000
163 000 20000
150 915 146 928
44274 45910
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2017. godini (EFSA, 2017., 2018., 2019.).
Njemacka ima najvecu proizvodnju
mlijeka od 31,56 milijuna tona u 2017.
godini, a slijede je Francuska s 24,56
milijuna tona te Ujedinjeno Kraljevstvo
s 1527 milijjuna tona mlijeka. Te
zemlje imaju stalnu tendenciju porasta
proizvodnje mlijeka. Porast proizvodnje
mlijeka vidljiv je i u Nizozemskoj,
Poljskoj, Italiji, Spanjolskoj, Danskoj,
Belgiji i Madarskoj. S druge strane pad
proizvodnje zabiljeZen je za zemlje:
Danska, gvedska, Bugarska, Rumunjska,
Austrija, Slovenija i Hrvatska.

U Hrvatskoj se biljezi trend pada
proizvodnje mlijeka sa 738,9 tisuca tona
u 2015. godini na 674,2 tisuce tona u 2017.
(EFSA, 2017.,2018.,2019.). Drzavni zavod
za statistiku RH objavio je da je u 2018.
godini u RH prikupljena kolic¢ina kravljeg
mlijeka smanjena za 4,9 %, koli¢ina
ovijega mlijeka za 3,1 % u odnosu na
2017. (DZS, 2019.). Jedino je za kozje
mlijeko utvrden porast proizvodnje,
odnosno kolic¢ine prikupljenog mlijeka za
0,9 %. Ovi podatci o godisnjoj proizvodnji
mlijeka i mlije¢nih proizvoda preuzeti
su od Hrvatske poljoprivredne agencije
odnosno od SrediSnjeg laboratorija za
kontrolu mlijeka (SLKM) koji analizira
otkupljeno mlijeko od cetrdesetak
mljekara (industrijske i registrirane male
mljekare) od kojih ujedno prikuplja
podatke o proizvodnyji.

Suvremene metode u
analizama veterinarskih

lijekova u mlijeku

Po svojem sastavu mlijeko je
slozena namirnica koja sadrzi masnoce
i bjelancevine, Sto predstavlja problem
u postupcima pripreme uzoraka jer
mogu izazvati interakcije u analitickim
postupcima. Razlicita fizikalno-kemijska
svojstava razlic¢itih veterinarskih lijekova
otezavaju razvoj ucinkovitog postupka
ekstrakcije i prociS¢avanja u postizanju

zadovoljavaju¢ih rezultata iskoriStenja
pojedinac¢nih analita u slozenim vrstama
uzoraka (Bogialli i Di Corcia, 2009.).
Postupci pripreme uzoraka namijenjenih
analizi jedne porodice antibiotika
sastojala se od primjene uobicajene
ekstrakcije (Robert i sur., 2013., Chen i
sur., 2016.). Jedan od najprihvacenijih
pristupa je razrjedivanje uzorka mlijeka
s otapalom poput acetonitrila, a zatim
se centrifugira i upari dobiveni organski
supernatant ekstrakt (Turnipseed i sur.,
2011., Zhan i sur., 2012.). Razvoj metoda
za analizu viSe porodica lijekova najcesée
objedinjuje korake taloZzenja proteina
i zatim centrifugiranje te primjenu
ekstrakcije na cvrstoj fazi (SPE, engl.
solid phase exstraction) (Stolker i sur.,
2008., Gaugain-Juhel i sur., 2009., Han i
sur., 2015.). Do sada je SPE koristen kao
najces¢i i najsvestraniji nacin ekstrakcije
u analizama velikog broja molekula u
tkivima i mlijeku. U usporedbi s drugim
metodama pripreme uzoraka SPE se jos
uvijek najvise koristi zbog znacajki kao
Sto su lako rukovanje, niski troskovi,
mogucnost automatizacije i koristenje
malih koli¢ina otapala. MoZe se smatrati
viSenamjenskom tehnikom, bududi da se
procis¢avanje i koncentracija dogadaju u
istom koraku (Rocca i sur., 2017.).

Veéina metoda koja se danas
primijenjuju u pripremama uzoraka za
analizu ostataka lijekova koristi velike
koli¢ine otapala (ekstrakcija tekude/
tekuce) te imaju viSestruke korake
procis¢avanja uzoraka (SPE) za koje je
potrebno duze vrijeme analize, Sto u
konacnici daje visoke troskove. Stoga
se nastoje razviti metode pripreme
uzoraka koje su jednostavne, jeftine i
vremenski manje traju, a istovremeno
omogucuju analizu razlic¢itih porodica
lijekova kao i ostalih tvari, kao $to su na
primjer zabranjene tvari, beta-agonisti
i nitroimidazoli (Robert i sur., 2013.)
ili pesticidi (Imamoglu i Olgun, 2016.).
Danas se sve CeS¢e primijenjuje nova
metoda pripreme QuEChERS (engl.
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Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe)
koja se bazira na primjeni kombinacija
razli¢itih soli. Njezina izvorna primjena
je bila namijenjena pripremi uzoraka
za analizu pesticida (Anastassiades
i sur., 2003.), zatim zapocinje i njena

primjena u pripremi uzoraka za analizu
veterinarskih lijekovaurazli¢itim vrstama
uzoraka (Stubbings i Bigwood, 2009.,
Kaufmann i sur., 2014.). Nedostatak ovog
postupka je nemoguénost postizanja
zadovoljavajucih iskoristenja za polarne

Tabela 2. Suvremene analiticke metode koje omogucuju analizu ostataka razlicitih porodica antibiotika

i drugih veterinarskih lijekova u mlijeku.

Skupina farmakoloski aktivnih Postupak
- - Instrument | Referenca
tvari pripreme

amfenikoli, antihelmintici, linkozamidi,
makrolidi, kinoloni, sulfonamidi,
kokcidiostatici,

nesteroidni protuupalni lijekovi,
nitrofurani, nitroimidazoli, sedativi,
peptidni lijekovi

beta laktami: penicilini i cefalosporini

amfenikoli, avermektini, benzimidazoli,
linkozamidi, makrolidi, kinoloni,
sulfonamidi, kokcidiostatici,
nesteroidni protuupalni lijekovi,
salicilanilidi, sedativi

fluorokinoloni, ionofori, makrolidi,
nitroimidazol, nesteroidni protuupalni
lijekovi, B-laktami, penicilini, fenikoli,
sulfonamidi, tetraciklini

cefalosporini, penicilini kinoloni,
tetraciklini, makrolidi, sulfonamidi, i dr.

kinoloni, makrolidi, beta laktami,

nitroimidazoli, sulfonamidi, linkomicini,

kloramfenikoli, kinoksalini, tetraciklini,
polipeptidi

kinoloni, tetraciklini, makrolidi,
sulfonamidi

kinoloni, tetraciklini, makrolidi,
sulfonamidi, penicilini

amfenikoli, cefalosporini, penicilini
kinoloni, tetraciklini, makrolidi,
sulfonamidi, linkozamini, i dr.

beta laktami, kinoloni, tetraciklini,
makrolidi, sulfonamidi, linkozamini

amfenikoli, beta-laktami, makrolidi,
pirimidini, kinoloni, sulfonamidi,
tetraciklini, beta-agonisti,
kortikosteroidi, kokcidiostatici,
nitroimidazoli, nesteroidni protuupalni
lijekovi, sedativi

ekstrakcija tekucée/ UPLC- Amelin i sur.,
tekuce Q-ToF-MS 2018.
QUEChERS Lc-MS/Ms  Dessaireisur,
2018.
Desmarchelier i
QuEChERS LC-MS/MS
sur., 2018.
ekstrakcija na ¢vrstoj  UHPLC/ESI Wang i sur.,
fazi (SPE] Q-Orbitrap 2018.
ekstrakcija na ¢vrstoj UPLC- .
fazi (SPE] Q-ToF-MS Jankisur, 2017.
ekstrakcija tekuce/
tekuce potpomognuta
ultrazvukom i LC-MS/MS Chenisur, 2016.
ekstrakcija na cvrstoj
fazi (SPE)
ekstrakcija tekucée/ Imamoglu i
tekuce LC-MS/MS Olgun, 2016.
ekstrakcija na ¢vrstoj :
fazi (SPE) LC-MS/MS Zhu i sur., 2016.
ekstrakcija na cvrstoj  UPLC- Daseneki i sur,
fazi (SPE) Q-ToF-MS 2015.
ekstrakcija na ¢vrstoj UPLC- .
fazi (SPE] MS/MS Han i sur, 2015.
ekstrakcija tekuce/ Robert i sur,
tekuce LEbsiie 2013.
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lijekove kao sto su tetraciklini, kinoloni i
penicilini (Kaufmann i sur., 2014.). Danas
se radi na optimizaciji ovog postupka u
svrhu postizanja analize Sto veceg broja
analita s prihvatljivim iskoriStenjima
(Desmarchelier i sur., 2018.).

Tehnologija koja se danas smatra
zlatnim standardom u razvoju tzv.
multimetoda (Tabela 2) koje omogucuju
kvantifikaciju stotine aktivnih tvari
je masena spektrometrija. Pri tome je
tekucinska kromatografija povezana s
tandemskom masenom spektrometrijom
(LC-MS)  najprimjenjivanija  tehnika
(Desmarchelier i sur., 2018.).
Najprimjenjivaniji spektrometar masa
je trostruki kvadrupol (QqQ) kojeg
karakterizira ~ mogucénost  postizanja
dobrih rezultata kvantifikacije analita te
identificiranje ciljanih spojeva uz visoku
selektivnost i specificnost (Kaufmann
i sur.,, 2011.), a koristi se i tekucinska
kromatografija povezana s masenom
spektrometrijom visoke razlucivosti (LC-
HRMS) primjenom spektrometara kao
Sto su: spektrometar vremena leta TOF
(engl. time-of-flight) (Wang i Leung, 2012.,
Staub Sporri i sur., 2014., Daseneki i sur.,
2015.) ili Orbitrap (Gémez-Pérez i sur.,
2012., Wang i sur., 2018.).

Metode koje primijenjuju LC-MS/MS
tehnologiju danas u uzorcima mlijeka
omogucuju identifikaciju 88 (Zhu i sur.,
2016.), 105 (Desmarchelier i sur., 2018.),
115 (Dasenaki i Thomaidis, 2015.), 120
(Chen i sur., 2016.), 143 (Daseneki i sur.,
2015.), 150 (Amelin i sur., 2018.) ili ¢ak
160 farmakoloski aktivnih tvari (Robert i
sur., 2013.).

Kontrola ostatka farmakoloski

aktivnih tvari u mlijeku u EU

U kontroli ostataka veterinarskih
lijekova izazov za kontrolna tijela EU te
prehrambenu industriju je upravljanje s
tri ¢imbenika, odnosno analiza velikog
broja kemijskih spojeva (viSe stotina),
raspon vrsta hrane koju treba nadgledati

(meso, mast, mlijeko, jaja, riba, plodovi
mora, med) te legislativa koja definira
zakonske okvire njihove zdravstvene
ispravnosti (Bessaire i sur., 2018.).

U svrhu osiguranja sigurnosti
potrosaca, a na temelju studija procjena
rizika EU je definirala najvece dopustene
koli¢ine ostataka (NDK) farmakoloski
aktivnih tvari u hrani Zivotinjskog
podrijetla uredbom Komisije (EZ) br.
37/2010 (EC, 2010.). Ovisno o vrsti
veterinarskih lijekova koji su dopusteni
za primjenu u mlije¢nih goveda NDK
vrijednosti u mlijeku kre¢u se od na
primjer 0,1 ug/kg za diklofenak, 4 pg/
kg za ampicilin do na primjer 100 pg/kg
za tetraciklin ili 200 ug/kg za spiramicin.
Kada lijek nije dopusten za primjenu u
govedima, odnosno ostalim prezivacima
koji proizvode mlijeko, vrijednosti
ustvrdene tvari u mlijeku ne smiju biti
iznad grani¢nih koncentracija analita koju
neka metoda moze posti¢i. Ovi parametri
odreduju se validacijskim postupcima
definiranih Odlukom Komisije 2002/657/
EZ (EC, 2002.a).

Direktiva Vijeca 96/23/EZ definira
kontrolu farmakoloski aktivnih tvari
¢lanicama EU koje su obvezne provoditi
njihovu kontrolu provodenjem
nacionalnih planova pracenja ostataka
liiekova (NPPR) u zivotinjama koje se
koriste za proizvodnju hrane odnosno
mlijeku (EC, 1996.). Broj analiza na razini
drzave odreduje se prema proizvodnji
mlijeka. Prema Direktivi, skupinu B,
koja objedinjuje veterinarske lijekove,
¢ine podskupine B1 antibakterijske tvari,
ukljuc¢ujudi sulfonamide i kinolone i
B2 ostali veterinarski lijekovi koja je
podijeljena na: B2a anthelmintici, B2b
kokcidiostatici, B2c karbamati i piretroidi,
B2d sedativi, B2e nesteroidni protuupalni
lijekovi, B2f ostale farmakoloski aktivne

tvari. Ova Direktiva je zamijenjena
Uredbom  2017/625 o  sluZbenim
kontrolama i  drugim  sluzbenim
aktivnostima kojima se osigurava

primjena propisa o hrani i hrani za

E
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zivotinje, pravila o zdravlju i dobrobiti
zivotinja, zdravlju bilja i sredstvima za
zastitu bilja (EC, 2017.). Njena primjena
zapocinje u prosincu 2019., no jos do
prosinca 2022. ostaju na snazi odredbe
Direktive 96/23/EZ.

Europska agencija za sigurnost hra-
ne (EFSA) obvezna je prikupiti podatke
kontrole farmakoloski aktivnih tvari u
mlijeku svih ¢lanica EU analiziranih u
okviru NPPR prema Direktivi Vijeca
96/23/EZ te svake godine prilaze za-
jednicko izvjeSce. IzvjeStaj obuhvaca
ukupnu proizvodnju mlijeka, broj ana-
liziranih uzoraka te broj nesukladnih
rezultata po pojedinoj analiziranoj tvari
te ukupni broj nesukladnih rezultata
pronadenih u mlijeku svih ¢lanica EU.

U Tabeli 3 prikazani su nesukladnih
rezultati kontrole farmakoloski aktivnih

tvari u mlijeku ustvrdenih u NPPR ¢lani-
ca EU u 2015., 2016. i 2017. godini (EFSA,
2017., 2018., 2019.). U okviru planova dr-
zava Clanica EU u te tri godine broj anali-
ziranih uzoraka mlijeka kretao se izmedu
22 667 i 25 364 uzoraka. Ukupan postotak
nesukladnih rezultata za farmakolos-
ki aktivne tvari u mlijeku za te tri godi-
ne iznosio je 0,115 %, 0,128 % i 0,304 %.
U 2017. godini ustvrden je najveci broj
nesukladnih rezultata za skupinu anti-
bakterijskih tvari (B1) i nesteroidne pro-
tuupalne lijekove (B2e). Ustvrdeni su i
nesukladni rezultati i za skupinu antihel-
mintika koji su na ukupni broj nesuklad-
nih iznosili u te tri godine 25 %, 14,3 %
i 15,1 %. Nisu ustvrdeni nesukladni re-
zultati u skupinama kokcidiostatika,
karbamata i piretroida, sedativa i ostalih
farmakoloski aktivnih tvari.

Tabela 3. Broj nesukladenih uzoraka ustvrdenih u mlijeku za farmakoloski aktivnih tvari clanica EU u
okviru nacionalnih planova pracenja rezidua u 2015., 2016. i 2017. godini (EFSA, 2017., 2018., 2019.].

Farmakoloski

aktivne tvari

analiziranih

Antibakterijske
tvari, ukljucujudi

Bl sulfonamide, 1 e
kinolone
B2a Anthelmintici 5458
B2b Kokcidiostatici 102
B2c T T 352
piretroidi
B2d Sedativi 55
B2e Nestermdn.l ) ‘ 3545
protuupalni lijekovi
Ostale
B2f farmakoloski 838
aktivne tvari
UKUPNO 23518

Broj
nesukladnih

17

27

analiziranih
Broj
nesukladnih
analiziranih
Broj
nesukladnih

11929 15 10 634 24
5227 3 6635 11
494 0 1272 0
275 0 1778 0
56 0 82 0
3810 11 4474 42
876 0 489 0
22 667 29 25 364 77
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Tabela 4. Nesukladeni rezultati farmakoloski aktivnih tvari clanica EU u mlijeku u okviru nacionalnih
planova pracenja rezidua u 2015., 2016. i 2017. godini (EFSA, 2017., 2018., 2019.).

Skupina farmakolo&ki Broj nesukladnih rezultata

R . Aktivna tvar
aktivnih tvari 2015. 2016. 2017.
2 1 2

Amoksicilin 4
Ampicilin 4 2 1
Benzilpenicilin 4 2 2 3
Cefaleksin 100 1
Cefkvinom 20 1
Cefalonij 20 1 1
Cefazolin 50 1
Kloksacilin 30 3 1 3
Danofloksacin 30 1
Ciproflokskacin 100 1
Antibakterijske tvari, Enrofloksacin 100 1
ukljucujuci sulfonamide, Gentamicin 100 2
kinolone Tilmikozin 50 2 2 1
Linkomicin 150 1
Kanamicin 150 1
Spiramicin 200 1
Tetraciklin 100 1 2 1
Doksiciklin 100 2
Oksitetraciklin 100 1
Trimetoprim 50 1
Tulatromicin nd 1
Florfenikol nd 7
Ukupno 17 15 24
Albendazol 100 1
Triklabendazol 10 1 1
'SFL\ELanbendazol 10 1
Ketotriklabendazol 10 1
- Oksfendazolsulfon 10 1
Anthelmintici Klosantel 45 1 1
Klorsulon 16 1
Nitroksinil 20 1
Ivermektin nd 2 2 4
Levamizol nd 1
Ukupno 5 3 11
Diklofenak 0,1 5 10 4
Nesteroidni protuupalni Salicilna kiselina 9 1 38
lijekovi
Ukupno 5 1 42
UKUPNO 27 29 77

nd - nije dopusten
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U Tabeli 4 prikazani su nesukladni
rezultati pojedinih farmakoloski aktivnih
tvari utvrdenih u okviru NPPR ¢lanica
EU (EFSA, 2017., 2018., 2019.). U skupini
antibakterijskih tvari (B1) najvedi broj
nesukladnih tvari iznad NDK ustvrden
je u 2017. U skupini antibakterijskih
tvari ustvrdeno je 27 nesukladnih
rezultata beta-laktamskih antibiotika Sto
¢ini ukupno 48,2 % nesukladnih tvari
gledajuéi ukupno sve tri godine. U 2017.
godini najveci broj nesukladnih se odnosi
na skupinu nesteroidnih protuupalnih
lijekova (54,5 %), odnosno u toj skupini
lijekova 90,5 % nesukladenih se odnosi na
nesukladene rezultate salicilne kiseline.

U okviru NPRR u Hrvatskoj suu 2017.
godini ustvrdeni nesukladni rezultati
u po jednom mlijeku za amoksicilin,
kloksacilin, levamizol i diklofenak te
35 nesukladnih rezultata za salicilnu
kiselinu. Primjera radi za iste tvari u
2017. povisene vrijednosti ustvrdene
su za amoksicilin i kloksacilin u po
jednom mlijeku iz Italije, te u po jednom
mlijeku za diklofenak u Austriji, Estoniji i
Njemackoj. PoviSene vrijednosti salicilne
kiseline utvrdene su u jednom mlijeku iz
Danske te u dva iz Nizozemske (EFSA,

2019.).
Clanice EU takoder prijavljuju
nesukladene rezultate farmakoloski

aktivnih tvari u RASFF, centralni sustav
brzog uzbunjivanja za hranu i hranu
za zivotinje (engl. Rapid Alert System for
Food and Feed) (EC, 2002.b). U razdoblju
od 2009. do 2019. godine prijavljen je
mali broj nesukladnih uzoraka u mlijeku
i mlijeénim proizvodima. U 2009.
godini u Italiji su ustvrdene povisene
vrijednosti penicilinskih antibiotika u
mlijeku podrijetlom iz Austrije. U 2016.
godini u Litvi ustvrdene su koncentracije
tetraciklina od 312 pg/kg u kravljem siru
podrijetlom iz Rusije. U 2017. godini su
u Italiji ustvrdene poviSene koncentracije
kloksacilina (1685 ug/kg) u kozjem siru
podrijetlom iz Italije. U kravljem siru
podrijetlom iz Bosne i Hercegovine su iste

godine u Hrvatskoj ustvrdene povisene
vrijednosti salicilne kiseline (114,8 ug/kg)
(RASFF, 2009. - 2019.).

Istrazivanja u kojima su uzorci mlijeka
analizirani na prisutnost farmakoloski
aktivnih tvari pokazuju male postotke
nesukladenih uzoraka. Analizom 500
uzoraka mlijeka u SAD ustvrden je
samo jedan uzorak sa koncentracijom
fluniksina (nesteroidni protuupalni lijek)
vecom od dopustene granice od 2 pg/kg
(Kissell i sur., 2013.). U mlijeku iz Turske
ustvrdeni su ostatci sulfadiazina u dva
uzorka s koncentracijama izmedu 751 125
ug/L, odnosno koncentracije tetraciklina
izmedu 15 i 100 ug/L u 4 uzorka mlijeka
(Imamoglu i Olgun, 2016.). IstraZivanja
provedena u SAD u mlijeku pokazala
su svega 1,15 % nesukladenih rezultata
veterinarskih lijekova (11 pozitivnih
uzoraka na ukupno 953 analiziranih)
(FDA, 2015.). U 247 uzorka mlijeka iz
Brazila koji su analizirani na ostatke beta-
laktama, poviSene vrijednosti odredene
su za kloksacilin i cefapirin (Jank i sur.,
2015.).

Provedeno je niz istraZivanja u Hr-
vatskoj. U istrazivanju koncentracija ki-
nolona flumekina u mlijeku podrijetlom
iz Hrvatske primjenom ELISA metode
nisu ustvrdene koncentracije iznad NDK
vrijednosti od 50 pg/kg (Bilandzi¢ i sur.,
2015.). Takoder, istrazivanje koncentra-
cija levamizola primjenom LC-MS/MS
u mlijeku pokazalo je da su sve kon-
centracije ispod granice kvantifikacije
metode od 0,22 ug/kg (Bilandzi¢ i sur.,
2016.). Analiza 18 spojeva benzimida-
zola primjenom LC-MS/MS u mlijeku iz
Hrvatske u 2016. godini takoder je poka-
zala da su vrijednosti svih spojeva ispod
granica kvantifikacije metode (Denzi¢
Lugomer i sur., 2017.). Tijekom 2017. go-
dine analizirano je ukupno 50 uzoraka
sirovog kravljeg mlijeka na ostatke ami-
noglikozida. U jednom uzorku mlijeka
odredene su koncentracije dihidrostrep-
tomicina iznad NDK, odnosno 300 ug/
kg (Bilandzi¢ i sur., 2018.).
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Iako su ustvrdeni mali postotci
nesukladnih  rezultata  farmakoloski
aktivnih tvari u kontrolama sluzbenih
uzoraka mlijeka na nivou EU ili
u razli¢itim istrazivanjima, tezi se
razvoju metoda koje imaju visoku
pouzdanost i selektivnost te omogucuju
analizu velikog broja farmakoloski
aktivnih tvari. U svijetu je tendencija
razvoja multimetoda koje omogucuju
identifikaciju i kvantifikaciju = vise
desetaka ili vise od 100 tvari razlicitih
skupina tvari od veterinarskih lijekova,
zabranjenih tvari do kontaminanata, a
sve u svrhu postizanja kriterija Sto bolje
zastite zdravlja potroSaca.
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The production of safe, high quality
milk is a key aspect of public health in
the European Union (EU). Frequent use
of pharmacologically active substances in
clinical practice on cattle farms results in
the appearance of their residues in a variety
of food products, including milk. The
most commonly used drugs in the dairy
industry are the antibiotics tetracyclines and
beta-lactams, used against the pathogenic
agents of mastitis. The use of veterinary
medicines must be carefully optimized to
protect consumers from potential adverse
toxic effects. Another major problem is the
development of resistance in the consumer
that causes the failure of antibiotic therapies,
especially against dangerous pathogenic
strains of microorganisms. Today, most
EU Member States are increasing milk
production. The largest milk producers in
the EU are Germany, France and the United
Kingdom, while over the past 3 years, milk
production has been declining in Croatia. EU
Member States are seeking to control residues
of pharmacologically active substances in
milk using selective, sensitive and precise
analytical methods. Liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS) is the most commonly used
instrumental analytical technique for the
determination of residues of these substances

in milk. Today, multi-methods have been
developed using LC-MS/MS that allow for the
identification of 160 or more compounds. In
order to protect consumer health, EU Member
States carry out controls on pharmacologically
active substances in milk as part of their
national residue monitoring plans (NRMP).
The control of pharmacologically active
substances is based on the defined maximum
residue levels of those substances (MRL).
The European Food Safety Authority (EFSA)
collects control data from all EU Member States
analysed under the NRMP and produces a
joint report each year. Within the NRMP plans
of EU Member States, non-compliant results
of 0.115%, 0.128% and 0.304% were found
for pharmacologically active substances in
2015, 2016 and 2017, respectively. Most of the
non-compliant results pertain to the group
of antibacterial substances (B1) and non-
steroidal anti-inflammatory drugs (B2e). In
the antibacterial group, a total of 48.2% of
non-compliant beta-lactams were detected in
all three years. In 2017, the largest number of
non-conforming results was related to non-
steroidal anti-inflammatory drugs (54.5%), i.e.
in this group 90.5% of non-compliant results
were found for salicylic acid.
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