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Pojecie »substancje przeciwbakteryjne”
obejmuje antybiotyki, sulfonamidy i chi-
nolony zgodnie z dyrektywa Rady 96/23/
EC z dnia 29 kwietnia 1996 r. (1). Dyrek-
tywa ta wyodrebnia dwie grupy substan-
cji: grupe A, w ktérej znajduja sie zwiazki
o dzialaniu anabolicznym oraz substancje,
na stosowanie ktérych nie ma urzedowego
zezwolenia, w tym nitrofurany i chloram-
fenikol oraz grupe B, w ktérej jedng z pod-
grup (B1) stanowia wlasnie substancje prze-
ciwbakteryjne (antybiotyki, sulfonamidy
i chinolony obok innych lekéw weteryna-
ryjnych (B2) i substanc;ji skazajacych srodo-
wisko (B3). Substancje przeciwbakteryjne
sa zaliczane do zagrozen chemicznych, kt6-
re moga wystepowac w paszy lub zywnosci
i mie¢ negatywny wplyw na zdrowie czlo-
wieka. Wystepowanie lekéw weterynaryj-
nych, w tym antybiotykéw lub ich pozosta-
tosci, w paszach lub zywnosci nie pozostaje
obojetne dla zdrowia zwierzat oraz konsu-
mentéw. Z tego wzgledu kontrola wystepo-
wania substancji przeciwbakteryjnych w pa-
szach jest jednym z gléwnych zadan stuzb
inspekcyjnych, jak i samych producentéw.

W przeszlo$ci antybiotyki, jako tzw. an-
tybiotykowe stymulatory wzrostu (ASW),
mogly by¢ stosowane w zywieniu zwierzat
jako dodatki paszowe. Zyskaly one duza
popularno$¢ w produkeji zwierzecej, po-
niewaz ich dodatek do paszy powodowat
wzrost przyrostdw masy ciata przy zmniej-
szeniu dawek pokarmowych, polepszat sto-
pien wykorzystania paszy poprzez polepsze-
nie wchlaniania skladnikéw pokarmowych,
ajednoczesnie stanowit profilaktyke choréb
powodujacych najwieksze straty w hodow-
li. Jednakze powszechne i nadmierne sto-
sowanie antybiotykéw w wielu obszarach,
nie tylko w hodowli zwierzat, czesto nieuza-
sadnione, a takze nieodpowiednie dawko-
wanie oraz stosowanie w celach pozatera-
peutycznych stalo si¢ przyczyna wielu pro-
bleméw. Najpowazniejszym z nich okazato
sie zjawisko lekoopornosci i stale rosnaca
liczba drobnoustrojéw opornych na wiele
antybiotykéw (2). Nalezy mie¢ na uwadze,
ze stosowanie przez kilkadziesiat lat anty-
biotykéw u zwierzat moglo mie¢ zwiazek
z antybiotykoopornoscia bakterii wyste-
pujacych u ludzi. Jako przyczyne tego na-
lezy wskaza¢ globalny obrét zwierzetami,
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wydalany przez nie kat i stosowany w pro-
dukgji roslinnej nawdz oraz surowce i zyw-
nos¢ pochodzenia zwierzecego zanieczysz-
czona antybiotykoopornymi bakteriami
oraz uwalnianymi z bakterii genami deter-
minujacymi antybiotykooporno$¢. Oporne
na antybiotyki bakterie moga by¢ przeka-
zane przez zwierzeta ludziom poprzez fan-
cuch pokarmowy albo podczas kontaktéw
bezposrednich, co moze by¢ przyczyna roz-
woju zakazen opornych na leczenie anty-
biotykami (3, 4). W zwiazku z tymi proble-
mami poszczeg6lne kraje Unii Europejskiej
stopniowo zaczely odstepowac od stosowa-
nia antybiotykowych stymulatoréw wzro-
stu w celu ochrony zdrowia konsumentéw,
w wyniku czego od 1 stycznia 2006 r. obo-
wiazuje calkowity zakaz stosowania anty-
biotykéw jako dodatkéw paszowych (5).

Wspomniana dyrektywa 96/23 nakla-
da obowigzek prowadzenia skutecznego
i jednolitego systemu monitorowania oraz
nadzoru w odniesieniu do stosowania nie-
legalnych substancji w produkcji zwierze-
cej. System ten musi obejmowac wykrywa-
nie i monitorowanie substancji majacych
dziatanie hormonalne i tyreostatyczne,
ale réwniez innych substancji uzywanych
w hodowli zwierzat w celach zootechnicz-
nych lub leczniczych, a ktére moga oka-
zac sie niebezpieczne dla konsumentéw
ze wzgledu na ich pozostalo$ci. Zatem
ustalono, ze proces produkcyjny zwierzat
i podstawowe produkty pochodzenia zwie-
rzecego musza by¢ monitorowane w celu
wykrywania obecnosci pozostalosci i sub-
stancji wymienionych w zalaczniku I dy-
rektywy 96/23 u zwierzat zywych, ich wy-
dalinach, ptynach ustrojowych i tkankach,
w produktach pochodzenia zwierzecego,
paszach oraz w wodzie przeznaczonej do
pojenia zwierzat (6).

Prowadzenie skutecznej i sprawnej kon-
troli nielegalnego stosowania substancji
niedozwolonych wymaga dysponowania
metodami przesiewowymi i potwierdza-
jacymi, ktdre sa czule, specyficzne, wiary-
godne i odporne. Prowadzenie urzedowej
kontroli pasz wymaga opracowania i zwa-
lidowania wlasciwych metod, ktére wdro-
zone do praktyki laboratoryjnej zapew-
nig realizacje przyjetej strategii kontroli
niedozwolonych substancji stosowanych
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w hodowli zwierzat. Najogélniej metody
mozna podzieli¢ na:

metody przesiewowe, inaczej skrinigo-
we, pozwalajace wykry¢ jedna lub wie-
cej grup substancji — np. metody mi-
krobiologiczne, HPLC-UV;

metody postskriningowe, ilosciowe lub
polilosciowe — np. elektroforeza wyso-
konapieciowa (HVE), chromatografia
cienkowarstwowa (TLC);

metody potwierdzajace, oparte z regu-
ty na chromatografii cieczowej (HPLC-
-DAD, LC-MS, LC-MS/MS).
Zastosowane metody musza spelniac

okreslone warunki:
1) charakteryzowac si¢ odpowiednia czu-

toscia (dla antybiotykéw 1 mg/kg);

2) dawa¢ mozliwo$¢é analizowania wielu

substancji (metody wieloskladnikowe);

3) réznicowac substancje zakazane, do-

puszczone dodatki paszowe i antybio-
tyki stosowane jako substancje czynne
w paszach leczniczych;

4) powinny by¢ oparte na technice dostep-

nej dla laboratoriéw urzedowych;

5) by¢ wiarygodne, czyli dawac jednoznacz-

na odpowiedz co do tozsamosci zwiazku.
Wszystkie stosowane metody analitycz-

ne musza spetnia¢ okres§lone wymagania
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zgodnie z decyzja Komisji 2002/657/WE
z 14 sierpnia 2002 r., ktéra okresla wyma-
gania w zakresie sprawnosci metod stoso-
wanych w kontroli pozostalo$ci w zywnosci
zwierzecego pochodzenia. Z powodu bra-
ku odpowiednich wytycznych do walidacji
metod analitycznych dla pasz, przyjmuje
sie przeprowadzenie walidacji tych metod
wedlug wymagan wspomnianej decyzji (7).

Organizacja urzedowej kontroli pasz

Z uwagi na potencjalne zagrozenie dla kon-
sumentdw, jakie moze wynikac z obecnosci
antybiotykéw w zywnosci lub w paszach,
niezbedna jest systematyczna kontrola ich
wystepowania. Kontrola stosowania sub-
stancji przeciwbakteryjnych w paszach jest
prowadzona w ramach Planu Urzedowej
Kontroli Pasz (PUKP), ktéry jest opraco-
wywany corocznie. Programy urzedowych
badan kontrolnych pasz sa opracowywa-
ne, zatwierdzane, a nastepnie przekazywa-
ne do wdrozenia we wszystkich pafstwach
czlonkowskich Unii Europejskiej. Poczat-
kowo ich opracowanie i wdrazanie wynika-
fo z postanowien zawartych w dyrektywie
Rady 95/53/WE z 25 pazdziernika 1995 r.
ustalajacej zasady dotyczace organizacji
urzedowych inspekeji w zakresie zywie-
nia zwierzat, ktorej art. 22 nakladal obo-
wigzek opracowania przez kazde panstwo
czlonkowskie programu ukierunkowane-
go na weryfikacje zgodnosci z przepisami
prawa paszowego i zidentyfikowanie poten-
cjalnych zrédet ryzyka. Od 2006 r. podsta-
wa do realizacji tego zadania stalo sig¢ roz-
porzadzenie 882/2004/WE z 29 kwietnia
2004 r. W $wietle obowiazujacych przepi-
s6w kazde panstwo czlonkowskie UE zobo-
wiazane jest do opracowania jednego, spoj-
nego programu kontrolnego, niezaleznie
od struktury organizacyjnej i ilo$ci stuzb
nadzoru funkcjonujacych w danym kraju.
Przygotowany przez Polske krajowy plan
kontroli urzedowej pasz obejmuje zakres
nadzoru sprawowanego przez Inspekcje
Weterynaryjna zgodnie z obowigzujacymi
przepisami prawa. Program jest skoordy-
nowany w obrebie kraju, tworzac jednolity
i spojny roczny plan urzedowej kontroli (8).

Monitorowanie wystepowania substancji
niedozwolonych, pozostatosci produktéw
leczniczych w tkankach i narzadach zwie-
rzat, w produktach pochodzenia zwierze-
cego, wodzie przeznaczonej do pojenia oraz
w paszach jest zadaniem Inspekcji Wetery-
naryjnej zgodnie z ustawa o Inspekcji We-
terynaryjnej z 29 stycznia 2004 r. (9). W ra-
mach urzedowej kontroli pasz prowadzone
sa badania w zakresie wykrywania substan-
¢ji przeciwbakteryjnych w paszach i w wo-
dzie przeznaczonej do pojenia zwierzat oraz
wykrywania niedozwolonych antybioty-
kowych stymulatoréw wzrostu w paszach.
Dziatania te sa prowadzone od 2006 r. i sa

uzupelnieniem urzedowego nadzoru nad
produkcja zywnosci i zwiazanym z nim
krajowym programem badan kontrolnych
substancji niedozwolonych, pozostatosci
chemicznych, biologicznych i produktéw
leczniczych u zwierzat oraz w zywnosci
pochodzenia zwierzecego. Prébki do ba-
dant w kierunku wykrywania substancji
przeciwbakteryjnych obejmujacych anty-
biotyki, sulfonamidy i chinolony sa pobie-
rane urzedowo przez inspektoréw wetery-
naryjnych i dostarczane do wyznaczonych
Zakladéw Higieny Weterynaryjnej (w Bia-
tymstoku, Bydgoszczy, Gdansku, Kroénie,
Lodzi, Olsztynie, Poznaniu, Warszawie
i Wroclawiu) zgodnie z rejonizacja wska-
zana w PUKP. Prébki do badan w kierunku
wykrywania niedozwolonych antybiotyko-
wych stymulatoréw wzrostu przesytane sa
do ZHW w Bialymstoku, Bydgoszczy, Kro-
$nie, Olsztynie i Szczecinie. Liczba prébek
przeznaczonych do badan wynosi 160 dla
kazdego kierunku (na 2013 r.). Materiatem
do badan sa gtéwnie mieszanki paszowe pel-
noporcjowe dla $win, drobiu i bydla, woda
przeznaczona do pojenia oraz w mniejszej
liczbie materialy paszowe, premiksy i mie-
szanki paszowe uzupelniajace. W przy-
padku otrzymania z Zaktadu Higieny We-
terynaryjnej wyniku dodatniego wlasciwy
powiatowy lekarz weterynarii powinien
przesta¢ prébke bedaca w posiadaniu po-
wiatowego inspektoratu weterynarii do ba-
dan potwierdzajacych do Pafistwowego In-
stytutu Weterynaryjnego — PIB w Pulawach.

Metody wykrywania substancji
przeciwbakteryjnych w paszach

Istnieje wiele metod wykrywania i oznacza-
nia pozostalosci lekdw przeciwbakteryjnych
w surowcach i produktach pochodzenia
zwierzecego. Natomiast w przypadku pasz
liczba metod jest znacznie ograniczona. Na-
lezy zauwazy¢, ze chociaz istnieje ogromna
potrzeba dysponowania czulymi, doktadny-
mi i szybkimi metodami, aby monitorowac
stosowanie substancji przeciwbakteryjnych,
tylko ograniczona ich liczba znajduje zasto-
sowanie w badaniach pasz w poréwnaniu
do liczby metod opisanych i uzywanych do
badania pozostalosci antybiotykéw w zyw-
nosci. Powodem jest niewatpliwie to, Ze pa-
sza jest bardzo zlozona matryca, z ré6znym
sktadem w zaleznosci od gatunku zwierzat,
dla ktérych jest przeznaczona oraz zasto-
sowaniem do jej wytworzenia najrézniej-
szych materialéw paszowych i dodatkéw
paszowych. Kolejnym istotnym czynnikiem
jest jednorodno$¢ sktadu mieszanki w ca-
fej jej objetosci, co ma kluczowe znacze-
nie w analizie ilo$ciowej, jak i jako$ciowej.
Jednym z podstawowych elementéw jest
zapewnienie odpowiedniej homogenicz-
nosci i reprezentatywnosci probki labora-
toryjnej (analitycznej). Specyfika matrycy

paszowej wynika z faktu, Ze jest to niejed-
norodna mieszanina zlozona z wielu sktad-
nikéw, wéréd ktérych liczne moga wystepo-
wac¢ w malych ilosciach w stosunku do pod-
stawowych komponentéw paszowych. Na
przyklad $ruty zbozowe i bialkowe obecne
sa w mieszankach paszowych w ilo$ci na-
wet kilkudziesieciu procent, przy wystapie-
niu np. antybiotyku w ilo$ci zaledwie kil-
ku ppm (mg/kg). Tak wiec mieszanka pa-
szowa jest czesto heterogenng mieszaning
kilkudziesieciu skladnikéw, z ktérych wie-
le wystepuje w ilociach niewielkich w po-
réwnaniu do réznego rodzaju substancji
bazowych. Skladniki te powinny by¢ ho-
mogennie rozprowadzone w calej masie
mieszanki paszowej, a nastepnie odnale-
zione w toku analizy chemicznej. Ponad-
to pasza to bardzo skomplikowana matry-
ca z jeszcze jednego powodu, a mianowi-
cie mieszanki paszowe réznia si¢ skltadem
w zalezno$ci od gatunku zwierzat, dla kté-
rych s przeznaczone, a nawet materialami
wyjéciowymi dla poszczegélnych partii, co
prowadzi do uzyskania prébek pasz o réz-
nych wlasciwos$ciach (10, 11).

Spoéréd metod przesiewowych stoso-
wanych do wykrywania substancji prze-
ciwbakteryjnych w paszach istotna role od-
grywaja metody mikrobiologiczne, ktére
wykorzystuja zasade hamowania wzrostu
wyselekcjonowanych drobnoustrojéw, tzw.
szczepow testowych w okreslonym podlozu
agarowym przez substancje przeciwbakte-
ryjne zawarte w badanej prébce. Metody te
oparte sa na zjawisku dyfuzji antybiotyku
w agarze, przez co okresla sig je jako dyfu-
zyjne, w ktérych stosuje sie plytki z pozyw-
ka agarowa, do ktdrej wprowadza sie za-
wiesing szczepu testowego w odpowiedniej
ilosci (inokulum). Na powierzchni podtoza
stosuje sie metalowe cylinderki, krazki bi-
bulowe lub wycina sie w agarze studzien-
ki. Biorac pod uwage spos6b postepowa-
nia mozna zatem wyrdzni¢ techniki: cylin-
derkowo-plytkowa, krazkowo-plytkowa
lub studzienkowo-plytkowa. W zaleznosci
od zastosowanej techniki ekstrakt z bada-
nej probki wprowadza sig¢ do cylinderka,
na krazek lub do studzienki. W przypadku
obecnosci w prébce substancji przeciwbak-
teryjnych po okresie inkubacji pojawia sie
strefa zahamowania wzrostu, ktérej éred-
nica jest wprost proporcjonalna do loga-
rytmu stezenia badanej substancji. Ogélnie
rzecz ujmujac, metoda polega na wprowa-
dzeniu ekstraktu z prébki do podloza aga-
rowego z odpowiednim szczepem testo-
wym. Jezeli probka zawiera antybiotyk, dy-
funduje on w agarze powodujac hamowanie
wzrostu drobnoustroju testowego wrazli-
wego na dany antybiotyk, co widoczne jest
w postaci strefy zahamowania wzrostu.

Jako metoda przesiewowa w badaniach
urzedowych prowadzonych w Polsce sto-
sowana jest metoda mikrobiologiczna,
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studzienkowo-plytkowa, w ktérej zasto-
sowano rézne kombinacje pozywek oraz
szczepow testowych, w wyniku czego uzy-
skano 8 plytek przeznaczonych do wykry-
wania réznych grup substancji przeciw-
bakteryjnych (metoda 8-plytkowa). Wy-
korzystuje si¢ w niej pozywki o pH 6,0,
7,2 i 8,0 w kombinacji ze szczepami te-
stowymi Bacillus subtilis BGA, Bacillus
cereus ATCC 11778, Kocuria rhizophila
ex. Micrococcus luteus ATCC 9341 oraz
Escherichia coli ATCC 11303. Taki uktad
plytek pozwala na wykrycie antybiotykéw
nalezacych do réznych grup chemicznych,
mianowicie antybiotykéw p-laktamowych,
tetracyklin, antybiotykéw aminoglikozy-
dowych, makrolidowych, a takze sulfona-
midéw i chinolonéw. Ze wzgledu na wta-
$ciwosci i budowe chemiczng poszczegdl-
ne zwiazki réznie dyfunduja, w zaleznosci
od skfadu pozywkiijej pH, co pozwala na
wstepna identyfikacje z jakim antybioty-
kiem mozemy mie¢ do czynienia. W rze-
czywistosci dzialanie hamujace wzrost bak-
terii moga powodowac réwniez substancje
o dziataniu przeciwbakteryjnym inne niz
antybiotyki, wiec wynik dodatni daje infor-
macje typu: ,tak, cos jest’, natomiast wynik
ujemny:,nie, nic nie ma”. Wynik dodatni
wskazuje na obecno$¢ substancji o dziala-
niu przeciwbakteryjnym, ale bez mozliwo-
$ci identyfikacji i iloSciowego oznaczenia
konkretnej substancji. Wszystkie wyniki
dodatnie musza by¢ zatem potwierdzo-
ne metodami instrumentalnymi (12).

Stosowanie metod mikrobiologicznych
musi uwzglednia¢ kilka czynnikéw, kto-
re moga wplywac na uzyskiwane wyniki,
a mianowicie (13):

Rodzaj i wtasciwosci badanego materiatu

Przy badaniu réznych rodzajéw prébek na-
lezy liczy¢ si¢ z mozliwoscia uzyskania wy-
nikéw falszywie dodatnich. Jest to istotne
w przypadku badania tkanek zwierzecych
lub produktéw pochodzenia zwierzecego,
poniewaz np. obecnos¢ lizozymu w ner-
kach moze dawa¢ wynik falszywie dodat-
ni lub w przypadku badania jaj, ze wzgle-
du na silne wlasciwosci bakteriostatycz-
ne biatka. W przypadku pasz problem
jest bardziej zlozony. Pasza, jak wczesniej
wspomniano, jest niezwykle trudng ma-
tryca ze wzgledu na swoja réznorodnosc¢
i obecno$¢ wielu réznych komponentéw.
Specyfika pasz przemystowych, tj. premik-
s6w, pasz uzupelniajacych i pelnoporcjo-
wych, wynika z faktu, Ze sq one mieszani-
nami nawet kilkudziesieciu sktadnikéw,
mamy wiec do czynienia ze skladnikami
mineralnymi, witaminami, kwasami orga-
nicznymi i innymi dodatkami paszowymi
(np. kokcydiostatykami). W zwiazku z tym
moga wystepowac rézne problemy anali-
tyczne, zwlaszcza w analizie antybiotykéw.
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W przypadku braku antybiotyku mozemy
uzyskac wynik (falszywie) dodatni z powo-
du wlasciwosci bakteriobdjczych lub bak-
teriostatycznych niektérych wymienionych
dodatkéw paszowych.

Dobér drobnoustroju testowego
i wielko$¢ inokulum

Uzyty szczep testowy decyduje o czulosci
metody. W zaleznosci od szczepu testowe-
go czulo$¢ metod jest r6zna w odniesieniu
do poszczegélnych substancji. Bacillus sub-
tilis jest np. bardzo wrazliwy na obecno$¢
antybiotykéw aminoglikozydowych, nato-
miast stosunkowo mato wrazliwy na pe-
nicyliny. W przypadku niskich stezen pe-
nicyliny wynik badania moze by¢ ujemny.
Przy oznaczaniu penicylin optymalnym
drobnoustrojem jest Kocuria rhizophila ex.
Micrococcus luteus ATCC 9341. Nie mniej
istotna jest réwniez ilo$¢ szczepu testowe-
go w pozywce. Przyjmuje sig, ze im mniej-
sze inokulum, tym wieksze strefy zahamo-
wania wzrostu, a wiec tym wieksza czulosé.

Skiad i odczyn pH pozywki

Ze wzgledu na swoja zréznicowana budo-
we chemiczna oraz wlasciwosci fizykoche-
miczne poszczeg6lne zwigzki réznie dyfun-
duja. Wlasciwy dobdr pH daje mozliwo$é
uzyskania mozliwie jak najlepszej dyfuzji
antybiotyku z badanej prébki. Antybiotyki
B-laktamowe i tetracykliny dyfunduja naj-
lepiej przy pH 6,0, dajac w tych warunkach
najwieksze strefy zahamowania wzrostu.
Z kolei aminoglikozydy i makrolidy daja
najwieksze strefy hamowania na ptytkach
z pozywka o pH 8,0.

Rodzaj i pH rozpuszczalnika do ekstrakcji

Niezwykle istotny jest etap przygotowania
probki do badania i ekstrakcja, do ktdrej na-
lezy odpowiednio dobra¢ rozpuszczalnik,
aby zapewnic jak najlepsze oddzielenie da-
nego antybiotyku od skladnikéw matrycy.

W przypadku otrzymania wyniku do-
datniego w badaniu przesiewowym nie-
zbedne jest zastosowanie bardziej czu-
tych i specyficznych metod potwierdzaja-
cych w celu ustalenia tozsamo$ci wykrytej
w badaniu substancji przeciwbakteryjne;j.
Efektywnos¢ kontroli nielegalnego stosowa-
nia substancji przeciwbakteryjnych, w tym
antybiotykéw, wymaga zastosowania me-
tod czulych, specyficznych, wiarygodnych
i dajacych jednoznaczna odpowiedz, co do
tozsamo$ci wykrytych w badaniu przesie-
wowym substancji. Do badan tego rodzaju
stosowane s3 metody stuzace do identyfi-
kacji i ilo§ciowego oznaczenia konkretnej
substancji, oparte gléwnie na chromato-
grafii cieczowej z réznymi rodzajami de-
tektoréw, w tym chromatografii cieczowej

sprzezonej ze spektrometria mas (LC-MS).
W klasycznej analizie antybiotykéw i ich
pozostalosci chromatografie cieczowa naj-
czesciej faczy sie z detektorami UV lub de-
tektorami fluorescencyjnymi. Jednak co-
raz czesciej do potwierdzania obecnosci
antybiotykéw w zywno$ci oraz w paszach
stosowana jest spektrometria mas, kto-
ra umozliwia nie tylko wykrycie obecno-
$ci analizowanego zwigzku chemicznego,
ale réwniez jego struktury. Rozwdj spek-
trometrii mas oraz wykazanie jej przydat-
noéci w analizie lekéw weterynaryjnych
sprawilo, ze jest ona coraz czesciej wyko-
rzystywana w analizie substancji przeciw-
bakteryjnych zaliczanych do grupy B1 (14,
15). Nalezy pamietac jednak, ze przy za-
stosowaniu technik chromatograficznych
niezwykle istotne jest odpowiednie przy-
gotowanie prébek, co jest duzym ogra-
niczeniem w wykonaniu analiz i sporym
wyzwaniem dla analitykéw. Odpowiednie
przygotowanie probek do badan jest waz-
nym elementem postepowania analitycz-
nego, poniewaz moze mie¢ wplyw na wia-
rygodno$¢ wynikéw. W przypadku analizy
antybiotykéw w paszach etap przygotowa-
nia prébki jest niezwykle trudny, poniewaz
mamy do czynienia ze zréznicowang budo-
wa chemiczng tych zwiazkéw, co utrudnia
lub niekiedy uniemozliwia uzyskanie zado-
walajacego rozdziatu na kolumnie chroma-
tograficznej, a jeszcze wczesniej trudnosci
sprawia efektywne oczyszczenie ekstraktu
od interferujacych sktadnikéw matrycy. Pa-
sza jest matryca zlozona, dlatego tak istot-
ne i konieczne jest jak najlepsze wyodreb-
nienie substancji badanych od interferuja-
cych zwigzkoéw. Przeprowadzenie analizy za
pomocg spektrometru masowego wymaga
zazwyczaj wstepnego oczyszczenia prob-
ki, np. za pomoca odbialczania, ekstrakcji
ciecz-ciecz lub ekstrakcji do fazy stalej SPE.

Jak wcze$niej wspomniano, prowadze-
nie badan przesiewowych musi by¢ pota-
czone z mozliwoscia zastosowania metod
potwierdzajacych. W przypadku badan
pasz w analizie potwierdzajacej obecnos¢
antybiotykéw z grupy tetracyklin, ktére
sa antybiotykami najcze$ciej stosowany-
mi u zwierzat, wykorzystuje si¢ chroma-
tografie cieczowa potaczong z detekto-
rem DAD oraz chromatografie cieczowa
sprzezona ze spektrometrem mas. Ponadto
spektrometria mas stosowana jest takze do
potwierdzania obecnosci makrolidéw (ty-
lozyna, spiramycyna) i penicylin oraz lin-
komycyny i tiamuliny. Chinolony sa grupa
chemioterapeutykdw, ktéra réwniez znala-
zla szerokie zastosowanie w praktyce we-
terynaryjnej, zwlaszcza u drobiu. Obec-
nos¢ tych substancji potwierdzana jest
przy zastosowaniu techniki chromatogra-
fii cieczowej z detektorem fluoroscencyj-
nym (HPLC-FLD) oraz z wykorzystaniem
bardziej czulej techniki LC-MS.
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Higiena Zzywnosci i pasz

Wymagania stawiane
przed metodami analitycznymi

Aby egzekwowa¢ obowiazujacy zakaz sto-
sowania antybiotykéw w charakterze dodat-
kéw paszowych oraz kontrolowac ich ewen-
tualne nielegalne uzycie, potrzebne sa od-
powiednie metody analityczne. Skuteczna
i sprawna kontrola nielegalnego i nieprawi-
dlowego stosowania antybiotykéw wyma-
ga metod, ktére charakteryzuja si¢ odpo-
wiednia czuloécia, specyficznoscia, wiary-
godnoscia i odporno$cia. Wymagane jest,
aby stosowane metody posiadaly spraw-
no$¢ analityczna dajaca gwarancje uzyskania
wiarygodnych wynikéw. Obecnie kontrola
oparta jest w duzym stopniu na metodach
mikrobiologicznych, ktdre sa stosunkowo
proste i nie wymagaja kosztownego sprze-
tu, sa jednak malo specyficzne i moga da-
waé wyniki falszywie dodatnie. Jednakze
sa one stosowane ze wzgledu na to, ze sa
czule, szybkie, proste i tanie. Ich zastoso-
wanie pozwala w krétkim czasie dokonac
oceny, czy w badanych prébkach znajduja
sie substancje przeciwbakteryjne (hamuja-
ce wzrost szczepow testowych), czy jest to
material wolny od tych substancji. Tak wiec
spelniaja wymagania stawiane metodom
przesiewowym. Jednakze dla ostateczne-
go potwierdzenia wynikéw dodatnich mu-
sza by¢ zastosowane metody instrumental-
ne. Techniki chromatograficzne pozwalaja
na identyfikacje i oznaczenie ilo$ciowe sub-
stancji przeciwbakteryjnej wykrytej w ba-
daniu przesiewowym. Obecnie chromato-
grafia cieczowa polaczona ze spektrometria
mas jest jedna z cze$ciej stosowanych tech-
nik do oznaczania substancji leczniczych
w materiale biologicznym i innych matry-
cach, takich jak zywnosc¢ i pasze. Techni-
ka ta znalazta tak duze zastosowanie dzie-
ki wysokiej selektywnosci i duzej czulosci.
Klasyczne techniki chromatograficzne nie
maja mozliwosci pelnej identyfikacji zwiaz-
kéw, jak w przypadku spektrometrii mas. Jej
zastosowanie daje mozliwo$¢ jednoczesne-
go analizowania wielu réznych grup lekéw
przeciwbakteryjnych. Zaletg spektrometru
masowego jako detektora chromatograficz-
nego jest zdolno$¢ do okreslenia jonu macie-
rzystego (na podstawie masy czasteczkowej)
i jonéw potomnych powstalych z fragmen-
tacji, dostarczajac w ten sposob informacji
o strukturze czasteczki. Gléwnymi zaleta-
mi wynikajacymi z polaczenia LC i MS jest
zwigkszenie specyficznosci oraz umozliwie-
nie analizy ilo$ciowej zlozonych mieszanin.
Polaczenie to pozwala na identyfikacje ba-
danego zwiazku na podstawie widma ma-
sowego, co zapewnia wysoka specyficznos¢
i umozliwia ilociowe oznaczanie substancji
nawet nie w pelni rozdzielonych chromato-
graficznie. Chromatografia cieczowa sprze-
zona ze spektrometrig mas umozliwia prze-
prowadzenie oznaczen ilo$ciowych czesto

niemozliwych do wykonania za pomocg in-
nych technik. Do najwazniejszych zalet me-
tod LC-MS naleza: bardzo duza selektyw-
nos¢, czulos¢, krétszy czas analizy i uprosz-
czenie procesu przygotowania prébki (16).

Nalezy doda¢, ze wynik dodatni uzyska-
ny metoda przesiewowa daje informacje,
ze prébka moze zawiera¢ antybiotyk (an-
tybiotyki) lub inne substancje o dzialaniu
przeciwbakteryjnym. W takiej sytuacji ko-
nieczne jest wykonanie analizy potwier-
dzajacej dajacej jednoznaczng odpowiedz,
czy substancja powodujaca zahamowanie
wzrostu szczepu testowego jest antybioty-
kiem. Tylko pelna wiedza w tym zakresie
pozwala podjac ostateczna decyzje admi-
nistracyjna w stosunku do badanej paszy.

Laboratoria prowadzace badania urze-
dowe musza stawi¢ czola rosnacym wy-
maganiom analitycznym w odniesieniu do
zwiekszajacej sie liczby substancji analizo-
wanych w réznych rodzajach prébek, wy-
sokich wymagan dla stosowanych metod
zawartych w odpowiednich dokumentach,
wzrastajacych kosztéw analiz, rosnacego za-
potrzebowania na analizy wielosktadniko-
we i dysponowania odpowiednimi metoda-
mi potwierdzajacymi. Nalezy zauwazy¢, ze
dopiero od niedawna istnieja wieloskladni-
kowe metody pozwalajace na jednoczesne
analizowanie antybiotykéw nalezacych do
wszystkich grup lekéw przeciwbakteryjnych
w tkankach i produktach pochodzenia zwie-
rzecego. Nalezy réwniez przypuszczad, ze
zostana opracowane i wdrozone tego typu
metody do badania pasz. Jednakze pro-
blemy analityczne zwigzane z matrycg pa-
szowg opisane powyzej, jak réwniez rézni-
ce w budowie chemicznej oraz wlasciwo-
$ciach fizykochemicznych sktadnikéw pasz
i analizowanych substancji stanowia zna-
czaca przeszkode w ich szybkim rozwoju.

Podsumowanie

Substancje przeciwbakteryjne, w tym glow-
nie antybiotyki, s3 nieodzownym elementem
terapii choréb zakaznych zwierzat hodowla-
nych. Sa stosowane powszechnie w leczeniu
i profilaktyce choréb bakteryjnych wystepu-
jacych u zwierzat gospodarskich i powodu-
jacych najwieksze straty ekonomiczne. Anty-
biotyki stanowia liczng grupe lekéw wetery-
naryjnych podawanych zwierzetom réznymi
drogami, w tym w postaci pasz leczniczych
i wwodzie. Obecnie obowiazuje zakaz sto-
sowania antybiotykéw jako dodatkéw paszo-
wych, jednak sa one powszechnie stosowa-
ne w zapobieganiu réznym chorobom. Stad
czesto mowi sie o odpowiedzialnym i wlasci-
wym stosowaniu antybiotykéw w medycynie
weterynaryjnej. Warunkiem rozwaznego sto-
sowania antybiotykéw w weterynarii jest sto-
sowanie antybiotykéw tylko w Scisle okreslo-
nych wskazaniach. Wynika to z obaw zwig-
zanych ze zjawiskiem antybiotykoopornosci

iz mozliwoscia transferu genéw opornosci ze
zwierzat na ludzi, co stanowilo podstawe do
wprowadzania restrykcji zwiazanych ze sto-
sowaniem antybiotykéw u zwierzat. W celu
ochrony zdrowia konsumentéw Unia Euro-
pejska wprowadzila zakaz stosowania an-
tybiotykéw jako dodatkéw paszowych, co
przyczynilo si¢ do ograniczenia uzywania
antybiotykéw u zwierzat, a ponadto wpro-
wadzono odpowiednie regulacje zwiazane
z obowiazkiem prowadzenia programéw
kontrolnych dotyczacych monitorowania
wystepowania pozostalo$ci antybiotykéw
w zywnosci pochodzenia zwierzecego, a tak-
ze antybiotykéw, w tym niedozwolonych an-
tybiotykowych stymulatoréw wzrostu w pa-
szach i wodzie przeznaczonej do pojenia
zwierzat. Dzialania te sa wynikiem rosng-
cych wymagan w zakresie bezpieczenstwa
zywnosci obejmujacego caly taricuch zyw-
nosciowy, co powoduje, Ze organom urze-
dowym zajmujacym sie kontrola i sprawuja-
cym nadzér nad bezpieczeristwem zywnosci
i pasz stawiane sa coraz wieksze wymagania.
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