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Sadrzaj: Danas su u nauci o bezbednosti hrane definisane dve glavne opasnosti koje nastaju kao direktna posledica
primene antimikrobnih lekova: rezidue u jestivim tkivima i razvijanje rezistencije zoonotskih patogena. Enrofloksacin,
antimikrobni lek iz grupe fluorohinolona, u Srbiji je registrovan za upotrebu kod Zivine. Cilj nasih ispitivanja bio je eliminisanje
rizika za zdravlje potrosaca na osnovu pracéenja kolicina rezidua enrofloksacina i njegovog glavnog metabolita ciprofloksacina
u tkivima lecenih brojlera. U ogledu je ispitano prisustvo rezidua u mesu i jetri pilica koji su tretirani propisanim, terapijskim
dozama enrofloksacina. Sadrzaj rezidua je ispitan mikrobioloSkom inhibitornom i HPLC/FI metodom. Tokom pet dana
aplikovanja leka i prva tri dana karence, koncentracije enrofloksacina i ciprofloksacina su bile ve¢e od MDK vrednosti (MDK
— maksimalno dozvoljene kolicine), propisanih u EU. Nakon propisanog aplikovanja enrofloksacina, sadrzaj rezidua u jestivim
tkivima smanjuje se do dozvoljenih kolicina (manje od MDK), tokom propisanog perioda karence od sedam dana. Medutim, i
posle isteka karence rezidue se zadrZavaju u jestivim tkivima u duzem vremenskom periodu. Rezidue enrofloksacina mogu da se
dokazu u mesu sve do devetog dana nakon prekida terapije, dok se u jetri zadrzavaju mnogo duze. Tek 22. dana posle prekida

terapije nije potvrdeno prisustvo rezidua u jetri.

Kljucne reci: bezbednost hrane, enrofloksacin, Zivina, rezidue, rizik.

Uvod

Sa upotrebom antimikrobnih lekova u humanoj
medicini zapoceto je tridesetih godina prosloga veka.
Nedugo zatim, pocelo se sa primenom ovih lekovau
veterinarskoj medicini, u terapiji mastitisa. Od tada
je upotreba antimikrobnih lekova tako ucestala, da se
smatra da danasnja intenzivna stocarska proizvodnja
bez njih ne bi bila moguca. Fluorohinoloni su jedi-
ni potpuno sinteticki antimikrobni lekovi koji se,
po ucestalosti upotrebe, mogu da takmice sa beta-
-laktamima. Za dvadeset pet godina, od kako su
uvedeni u klinicku upotrebu, razvili su se, od
relativno malo vazne grupe lekova za terapiju uri-
narnih infekcija, u grupu koja se Siroko koristi u
celom svetu (Appelbaum i Hunter, 2000). Oni se
smatraju skoro idealnim antimikrobnim lekovima,
poseduju Sirok spektar antimikrobne aktivnosti, ni-
sku toksi¢nost i odli¢ne klinicke farmakokineticke
osobine, §to predstavlja znacajnu prednost u odnosu
na ostale grupe antimikrobnih lekova. Fluorohinolo-
ni (enrofloksacin, flulmekvin, norfloksacin) zako-
nom su odobreni lekovi za leCenje Zivine u nasoj

zemlji (Jezdimirovi¢, 2002). U zivinarstvu se, naj-
¢esce, koriste u leCenju salmoneloze, kolibaciloze i
pastereloze.

Bezbednost je osnovni prioritet u proizvodnji
hrane u celom svetu. Bezbedna hrana je slobodna od
rezidua, kontaminenata i patogenih mikroorganiza-
ma. Sagledavanje problema vezanih za namirnice
otvara pitanje uticaja primarne proizvodnje na bez-
bednost hrane. Preterana upotreba antimikrobnih
lekova u intenzivnom stocarstvu je realnost i samo
je pitanje na koji nacin i u kojoj meri se odrazava
na ispravnost namirnica zivotinjskog porekla. Kao
posledica upotrebe veterinarskih lekova kod zivoti-
nja, u mesu se, kao i u ostalim namirnicama zivotinj-
skog porekla, mogu da nadu ostaci (rezidue) lekova
i njihovih metabolita, koji namirnice ¢ine higijenski
neispravnim, jer mogu Stetno da deluju na zdravlje
ljudi. Mnogobrojna istrazivanja ukazuju na ovu
moguénost i, pri tom, istiu znacaj antimikrobnih
lekova. Upotreba mesa, kao i drugih namirnica sa
reziduama ovih lekova, Cesto kod ljudi moze da
prouzrokuje nastajanje odredenih nezeljenih efe-
kata. Promene u CNS-u (centralni nervni sistem) i

*Kratak sadrzaj rada je objavijen u ,, Zborniku kratkih sadrzaja* sa Medunarodnog 55. savetovanja industrije

mesa, odrzanog na Tari od 15. do 17. juna 2009.

"Naucni institut za veterinarstvo Novi Sad, Rumenacki put 2, 21 000 Novi Sad, Republika Srbija;
2 Institut za higijenu i tehnologiju mesa, Kacanskog 13, 11 000 Beograd, Republika Srbija;
3 Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine, Bulevar oslobodenja 18, 11 000 Beograd, Republika Srbija.

Autor za kontakt: Petrovi¢ Jelena, jelenap@niv.ns.ac.rs

189



Petrovi¢ Jelena i dr.

Primena enrofloksacina u Zivinarstvu kao potencijalni rizik za bezbednost hrane ...

gastrointestinalnom traktu, fototoksi¢nost, hondro-
toksicnost, zapaljenje i pucanje tetiva, disbalans
u humanoj digestivnoj mikroflori su neZeljeni
efekti vezani za fluorohinolone (Kidd i dr., 2000;
Ouédraogo i dr., 2000; Stahlman i dr., 2000; Nagai i
dr, 2002; Stahlmann, 2002; Hsiao i dr., 2005; Owens
i Ambrose, 2005, Ilannini, 2007). Posle terapijske
primene ciprofloksacina, u SAD je ustanovljeno vise
od 30 slucajeva alergijskih reakcija kod ljudi, dok
je u Evropi ustanovljeno 15 slucajeva alergijskih
reakcija na ofloksacin i moksifloksacin. Neki od
ovih slucajeva su se javili i prilikom prve aplikacije
leka (Ho i Song, 2003). Upravo zato se meso sa
ostacima antimikrobnih lekova proglasava higijen-
ski neispravnim, odnosno neupotrebljivim za ishra-
nu ljudi. Zbog rizika od pojavljivanja rezidua lekova
u tkivima, u svetu su, danas, propisane vrednosti
za maksimalno dozvoljene koli¢ine (MDK — engl.
maximum residue limit — MRL) fluorohinolona u
tkivima zivotinja koja se koriste za ishranu ljudi.

S obzirom da su fluorohinoloni antimikrobni
lekovi od velikog znacaja za zivinarstvo, ne mogu
da se iskljuce iz upotrebe i stoga ne mogu da se
eliminiSu kao izvor opasnosti za pojavljivanje re-
zidua. Procenom rizika, tj. kvalitativnom i kvanti-
tativnom analizom verovatnoc¢e da nastane rizik,
dobija se polazna osnova za upravljanje rizikom i
mogu da se eliminiSu, ili smanje nepozeljni efekti
upotrebe fluorohinolona. Cilj ovog rada bio je
ispitivanje mogucnosti pojavljivanja potencijalnog
hazarda za zdravlje potroSaca posle tretiranja brojle-
ra propisanom terapijskom dozom fluorohinolona,
odnosno ispitivanje pojave i koncentracije rezidua u
jestivim tkivima brojlera. Za pracenje pojavljivanja
rezidua, postavljen je ogled na pili¢ima. Ispitano je
pojavljivanje kao i koli¢ine rezidua enrofloksacina i
njegovog glavnog metabolita ciprofloksacina u jetri
1 mesu, mikrobioloskom inhibitornom metodom, a
konfirmacija HPLC/FI metodom.

Materijal i metode

Ogled

U ogled je ukljueno 65 jednodnevnih pili¢a
(Arbor acres). U starosti od 28 dana pili¢i su
podeljeni u dve grupe. Grupa A (30 jedinki) bila je
kontrolna grupa, koja nije tretirana antimikrobnim
lekovima. Grupa B (35 jedinki) po¢ev od 28. dana
zivota, narednih pet dana, putem vode, tretirana
je enrofloksacinom (10 mg/kg tt/dan). Za ogled
je upotrebljen preparat Enrocin® 10% ad us. vet.
(Hemovet, Srbija), koji sadrzi 100 mg enrofloksaci-
na u 1 ml rastvora. Pili¢i su Zrtvovani dva dana pre
pocetka terapije, tokom terapije, tokom trajanja

karence i nakon S$to je zavrSen period karence.
Prilikom svakog uzorkovanja zZrtvovana su po tri
pileta i uzeti su uzorci grudnog misica i jetre. Uzorci
su ¢uvani na temperaturi od — 20°C, do ispitivanja.

Kvalitativna analiza — mikrobioloska inhibitorna
metoda

Standardi su nabavljeni od Sigma Company
USA (enrofloksacin) i Bayer, Nemacka (ciprofloksa-
cin). Za detekciju rezidua antimikrobnih lekova
upotrebljena je mikrobioloska inhibitorna metoda
na ploCama sa test agarom pH 8,0 u koji je zasejan
standardni soj Escherichia coli NCIMB 11595,
prema postupku koji su opisali Petrovic i dr., (2006).
Uzorci mesa i jetre svih pili¢a koji su Zrtvovani istog
dana su ispitani odvojeno: tri uzorka mesa i tri uzorka
jetre (svaki uzorak je ispitan u 12 ponavljanja).

Kvantitativna analiza — HPLC sa fluorescentnom
detekcijom

Hemikalije i1 analiticki standardi za kvanti-
tativhu analizu su nabavljeni od kompanija J. T.
Baker, Holandija (metanol, acetonitril, n-hexan
i fosforna kiselina) i Sigma, USA (enrofloksacin i
ciprofloksacin). Za konfirmaciju rezidua enroflo-
ksacina i ciprofloksacina u jetri i mesu koriS¢ena
je metoda te¢ne hromatografije (Ramos i dr., 2003)
sa fluorescentnom detekcijom (ekscitaciona talasna
duzina 280 nm i emisiona talasna duzina 455). Limit
detekcije metode je 10 ng/g, a limit kvantifikacije
20 ng/g.

Za potrebe konfirmacije, uzorci mesa i jetre
svih pili¢a koji su Zrtvovani istog dana, ispitani su
kao dva uzorka: zbirni uzorak jetre i zbirni uzorak
mesa.

Rezultati i diskusija

Rezultati ispitivanja koli¢ina rezidua su prika-
zani u grafikonima 1 1 2 i u tabelama 1-3. Tokom pet
dana aplikovanja leka, koncentracija enrofloksacina
u mesu i jetri je bila znatno visa od MDK vrednosti,
a svi ispitani uzorci jetre i mesa su dali pozitivan
rezultat mikrobioloSkom inhibitornom metodom.
Ciprofloksacin je glavni metabolit enrofloksacina,
i sam poseduje antimikrobne osobine i proizvodi
se kao gotov preparat za terapiju oboljenja i ljudi i
zivotinja (Prescot i dr., 2000). Za procenu bezbed-
nosti mesa, MDK vrednost je propisana kao zbir ova
dva fluorohinolona (Council Regulation 2377/90).
Ciprofloksacin je prvi put utvrden u jetri, drugog da-
na terapije, dok ga u mesu nije bilo. Sadrzaj rezidua
je u svim merenjima bio statistiCki znacajno veci
u jetri (p < 0,05) u odnosu na meso, upravo zbog
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Grafikon 1. Kolic¢ina enrofloksacina u mesu i jetri pilica iz grupe B
Graph. 1. Enrofloxacin content in meat and liver of chickens from group B
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Grafikon 2. Koli¢ina ciprofloksacina u mesu i jetri pilica iz grupe B
Graph. 2. Ciprofloxacin quantities in meat and liver of chickens from group B
Tabela 1. Rezidue enrofloksacina i ciprofloksacina (ng/g) u jetri i mesu pili¢a
Table 1. Enrofloxacin and ciprofloxacin residues (ng/g) in chicken muscle and liver
Dan/ ENROFLOKSACIN/ CIPROFLOKSACIN/
day ENROFLOXACIN CIPROFLOXACIN
Meso/meat Jetra/liver Meso/meat Jetra/liver
-1 0,00 0,00 0,00 0,00
27 134,42 507,5 0,00 187,11
1°T 577,78 1196,15 49,50 817,84
4°T 28,19 54,67 0,00 68,36
6T 24,93 45,42 0,00 0,00
9t 24,79 45,24 0,00 0,00
2201 0,00 0,00 0,00 0,00
29°T / 0,00 / 0,00

T — dan terapije, *T — dan posle prekida terapije, / — nije ispitivano;

T — day of treatment, " — post treatment day, / — not examined
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Tabela 2. Odredivanje prisustva rezidua mikrobioloskom metodom (zona inhibicije u mm)
Table 2. Determination of residues by microbiological method (inhibition zones in mm)

Dan/ X SD SE Cv Iv t %pozit.
day %positive

-1 M 0,00 - - - - 0,00

J 0,00 — — — — — 0,00

27 M 12,62 1,088 0,272 8,62 3,00 100,00

J 15,87 0,806 0,202 5,05 2,00 9,350° 100,00

1P M 15,00 1,461 0,365 9,74 4,00 100,00

J 16,19 1,276 0,319 7,88 3,00 3,721° 100,00

4°T M 1,42 - - - 9,00 16,67

J 8,04 0,955 0,195 2,42 3,00 - 100,00

grT M 0,00 - - - - 0,00

J 6,67 2,099 0,428 31,48 5,00 - 100,00

22°T M 0,00 - - - - 0,00

J 0,00 - - - - - 0,00

M — meso; J —jetra; T — dan terapije; *T — dan nakon terapije; " — statisti¢ki znaajna razlika (p < 0,05);
M —meat, J— liver; T — treatment; "7 — post treatment day, *— significant difference (p < 0,05)

Tabela 3. Statisticki znac¢ajne razlike u Sirini zone
inhibicije (mm) u jetri i mesu pili¢a

Table 3. Statistical significance of differences in

inhibition zones width (mm) in chicken meat and

liver
Dan/Day Jetra/Liver Meso/Meat
9 PT 4 PT 1 PT 4 PT
27 16,73 32,32 1,32 2,257
e 21,64" 32,69 - 11,22°
4T 3,48" - - -

T — dan terapije, ™ — dan nakon terapije,
* — statisti¢ki znacajna razlika (p < 0,05)
T — treatment day, *T — post treatment day,
* — significant difference (p < 0,05)

intenzivnog metabolizma enrofloksacina u jetri, §to
je 1 dokazano HPLC/FI merenjima. Koncentracija
enrofloksacina i ciprofloksacina je statisticki znacaj-
no rasla (p < 0,05) u tkivima do prvog dana karence,
a zatim je naglo statisticki znacajno pocela da opada
(p <0,05).

Nakon zavrSetka terapije, koncentracije enro-
floksacina i ciprofloksacina su bile vise od MDK
vrednosti sve do Cetvrtog dana karence. Do ovog
dana koncentracija ciprofloksacina u mesu se sma-
njila ispod praga detekcije metode, dok ga je u jetri
i dalje bilo u niskim koncentracijama sve do Sestog
dana posle prekida terapije.

Posle isteka karence detektovan je enrofloksa-
cin u vrlo niskim koncentracijama. Tek 22. dana
nakon prekida terapije nije potvrdeno prisustvo re-
zidua. Sli¢ni podaci o dugotrajnom zadrzavanju re-
zidua u tkivima posle terapije enrofloksacinom su
prijavljeni i u EMEA izvestaju (1998).

Bezbednost mesa se procenjuje na osnovu ko-
licine rezidua u tkivima i MDK vrednosti. MDK
vrednosti za fluorohinolone nisu propisane u nasoj
zemlji, te su za procenu upotrebljene MDK vredno-
sti propisane u Evropskoj uniji. U Evropskoj uniji
MDK vrednosti, propisane za zbir enrofloksacina
i ciprofloksacina, su 100 ng/g, za meso i 200 ng/g,
za jetru (Council Regulation 2377/90). Nakon pra-
vilne, terapijske upotrebe enrofloksacina rezidue su
prisutne u nedozvoljenim koli¢inama do cetvrtog
dana karence u mesu i jetri Zivine. Slicne podatke
o padu koncentracije rezidua navode i drugi auto-
ri (Schneider, 2001; Schneider i Donoghue, 2002;
EMEA izvestaj, 1998).

IzloZenost opasnosti, u ovom slucaju rezidua-
ma, rezultat je uticaja mnogih Cinilaca na putu hrane
od farme do trpeze. PoStovanje profilaktickih mera
u objektima za drzanje Zivine smanjuju pojavljiva-
nje oboljenja kod Zzivine i potrebu za lecenjem
fluorohinolonima. Ukoliko je terapija neophodna,
postovanjem propisanog nacina tretiranja zivine mo-
ze da se kontroliSe rizik od pojavljivanja rezidua.
U naSoj zemlji upotreba antimikrobnih lekova je
liberalna i zato se javljaju razliciti vidovi nepravilne
upotrebe: angazovanje nestru¢nih lica, kod oboljenja
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za koja nisu Skolovani, ili kod Zivotinjskih vrsta za
koje nisu namenjeni, predoziranje, a narocito sub-
doziranje, neadekvatna duzina aplikovanja leka i
najrasprostranjeniji vid zloupotrebe — upotreba anti-
mikrobnih lekova kao precice za reSavanje uzgojnih
problema. Kod nepravilne upotrebe antimikrobnih
lekova nemoguce je da se prati period karence,
a samim tim povecava se rizik od pojavljivanja
zdravstveno neispravnog mesa na trzistu.

Mere za smanjenje opasnosti primenjuju se na
svakom koraku, od proizvodnje Zivotinja do upotre-
be hrane. Pravilna primena ovih mera moze znacajno
da umanji rizik. Na ovaj nacin se istie pravi znacaj
primarne proizvodnje. Upravljanje rizikom pocinje
jos$ na farmi, na kojoj se primenjuje pravilno drzanje
zivotinja i rukovanje antimikrobnim lekovima i time
se obezbeduje, ne samo dobro zdravlje Zivotinja,
ve¢ se smanjuje rizik od pojavljivanja rezidua. Da
bi se ocCuvala efikasnost fluorohinolona u humanoj
i veterinarskoj medicini i da bi se smanjio rizik
po zdravlje ljudi, upotreba fluorohinolona mora
da bude pod nadzorom. Prema Van den Bogaard i
Stobberingh (2000), fluorohinoloni u veterinarskoj
medicini ne bi trebalo da budu antimikrobni lekovi
prvog, ve¢ treceg izbora. Posledi¢no, njih bi trebalo
da prepisu Zivotinjama za proizvodnju hrane samo
veterinari, i to posle laboratorijske potvrde dijagnoze
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Usage of enrofloxacin in poultry production as a potential risk for food safety
— veterinary drugs residues in edible tissues

Petrovi¢ Jelena, Stefanovi¢ Srdan, Balti¢ 7. Milan, Ratajac Radomir, Rackov Olga

Summ ary: Food safety is the basic priority in the process of food production. Safe food is free of residues, contaminants
and pathogenic microorganisms, which poses the question of the influence of primary production on food safety. Excessive use
of antimicrobial drugs in intensive animal husbandry is a fact and the only question is in what way and to what extent it reflects
on safety of animal originating foodstuffs. Resulting from the use of veterinary drugs, their residues as well as residues of
their metabolites can be detected in meat and animal originating foodstuffs, which make them unsafe for human consumption,
because of their potential harmful effect on human health.

Current and most important side effects of antimicrobial drugs usage are occurence of veterinary drug residues in
edible animal tissues and development of resistance in food borne pathogens. Enrofloxacin is fluoroquinolone antimicrobial
licensed in Serbia for use in poultry treatment. The aim of this study was to examine the target tissue residues of enrofloxacin
and its main metabolite ciprofloxacin, to eliminate health risk for the consumers. The presence of residues in muscle and liver
after prescribed administration of enrofloxacin to chickens was studied in experimental design. HPLC/FI and microbiological
inhibitory method were used for the detection of enrofloxacin and ciprofloxacin residues. During the 5-day dosing period,
and first three days of withdrawal period, enrofloxacin and ciprofloxacin concentrations in breast muscle and liver exceeded
the EU MRL values (MRL—maximum residue limit). After correct application of enrofloxacin, tissue residue levels descreased
to permitted quantities (below MRL) in prescribed withdrawal period— seven days. But even after expiration of withdrawal
period, residues were still present in edible animal tissues. Residues of enrofloxacin can be detected in meat nine days after
the end of treatment, while residues in liver are present for much longer. Residues were detected in liver until 22 days after the
treatment.

Key words: food safety, enrofloxacin, poultry, residues, risk.
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