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Sažetak

Aminoglikozidni	antibiotici	se	upotrebljavaju	u	terapiji	bolesti,	kao	aditivi	stočnoj	hrani,	ili	kao	promotori	rasta	kako	bi	se	poticao	rast	
životinja.	Dio	apliciranih	antibiotika	se	akumulira	unutar	različitih	tkiva,	a	dio	se	izlučuje	kroz	urin,	izmet,	mlijeko	i	jaja	tretiranih	životinja,	
bilo	kao	nemetabolizirani	ishodišni	spojevi,	ili	kao	njihovi	metaboliti.	To	može	predstavljati	stvarnu	prijetnju	potrošaču,	kroz	izloženost		osta-
cima	antibiotika,	a	moguć	je	razvoj	i	prijenos	antibiotičke	rezistencije	ili	pojava	alergija	i	drugih	zdravstvenih	poremećaja.	Negativni	aspekti	
uporabe	antibiotika	kod	životinja	potvrđuju	važnost	kontinuiranog	praćenja	ostataka	antibiotika,	kao	i	razvoja	učinkovitih	analitičkih	tehnika	za	
utvrđivanje	njihove	bioakumulacije	u	tkivima	i	precizne	koncentracije	ostataka	antibiotika	u	proizvodima	životinjskog	podrijetla	namijenjenih	
ljudskoj	prehrani.

Ključne riječi: antibiotici,	aminoglikozidi,	antibiotička	rezistencija,	hrana	životinjskog	podrijetla,	kontrola	hrane

Abstract

Aminoglycoside	antibiotics	are	used	for	disease	control,	as	feed	additives,	or	as	growth	promoters	in	order	to	improve	feed	utilization	and	
animal	production.	Applied	antibiotics	are	partly	accumulated	in	various	tissues	and	partly	excreted	via	urine,	feces,	milk	and	eggs	of	treated	
animals	as	non-metabolized	parent	compounds	or	as	their	metabolites.	This	may	pose	a	real	threat	to	the	consumer,	either	through	exposure	to	
the	antibiotic	residues,	or	through	the	development	and	transfer	of	antibiotic	resistance	and	occurrence	of	allergies	and	other	health	disturban-
ces.	The	negative	aspects	of	the	use	of	antibiotics	in	animal	diets	confirm	the	importance	of	continuous	monitoring	of	antibiotic	residues	in	both	
live	animals	and	animal	products,	and	importance	of	the	development	of	effective	analytical	techniques	to	determine	their	bioaccumulation	in	
animal	tissues	and	the	precise	concentrations	of	antibiotic	residues	in	food	products	of	animal	origin.	

Keywords:	antibiotics,	aminoglycosides,	antibiotic	resistance,	food	of	animal	origin,	food	control

Uvod

Aminoglikozidi (AG) su jedna od najranije otkrivenih 
skupina antibiotika i prvi otkriveni antibiotici širokog spek-
tra djelovanja (Šušković i Kos, 2017). Prvi otkriveni AG bio 
je streptomicin, 1943. godine, kojeg proizvodi bakterijska 
vrsta Streptomyces	griseus. U sljedeća dva desetljeća, mnogi 
drugi aminoglikozidi su izolirani iz bakterija tla, koje pri-
padaju koljenu Actinobacteria (kanamicin, spektinomicin, 
tobramicin, neomicin, apramicin) (Šušković i sur., 2017). 
Aminoglikozidi imaju širok antibakterijski spektar i pokazu-
ju najveću učinkovitost u liječenju infekcija uzrokovanih ae-
robnim i fakultativno anaerobnim Gram-negativnim bakteri-
jama. Općenito su manje djelotvorni protiv Gram-pozitivnih 

bakterija, osobito streptokoka. Njihova aktivnost je nedo-
voljna kada se koriste kao monoterapija protiv streptokoka 
ili enterokoka. Stoga je klinička primjena aminoglikozida 
u liječenju Gram-pozitivnih bakterijskih infekcija općenito 
ograničena na sinergističke kombinacije s drugim antibio-
ticima. Razvoj rezistencije prema aminoglikozidima kao i 
njihova relativna toksičnost potaknuli su razvoj poboljšanih 
derivata aminoglikozida (amikacin, netilmicin, isepamicin, 
dibekacin i arbekacin) i mimetika (Vakulenko i Mobashery, 
2003). Poznavanje mehanizma djelovanja aminoglikozida 
dovelo je, od sredine 1990-ih, do nove primjene ovih lijeko-
va za eksperimentalno liječenje genetičkih poremećaja, uk-
ljučujući cističnu fibrozu i Duchenneovu mišićnu distrofiju 
(Zingman i sur., 2007).
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Aminoglikozidi se, kao i drugi antibiotici, često koriste,  
ne samo za terapiju bolesti, nego i kao prehrambeni aditivi ili 
sintetski promotori rasta životinja (stočarstvo, peradarstvo, 
akvakultura) kako bi se poboljšala iskoristivost hrane te po-
ticao rast životinja (Fisher i sur., 2011). Veliki dio apliciranog 
antibiotika se izlučuje kroz urin i izmet (Ostermann i sur., 
2013), mlijeko (Arikan i sur., 2009) i jaja (Idowu i sur., 2010), 
dok se ostatak akumulira u različitim tkivima (Kwon i sur., 
2011). Česta primjena antibiotika dovodi do razvoja i prijenosa 
gena za antibiotičku rezistenciju kod bakterija što predstavlja 
opasnost za potrošače (Butaye i sur., 2003). Ostaci antibiotka 
u hrani životinjskog podrijetla mogu izazivati povišene stope 
alergija (Ronquillo i Hernandez, 2017).

Tijekom posljednjih desetljeća potrošači su postali svje-
sni važnosti upravljanja sigurnošću hrane tijekom procesa pro-
izvodnje prehrambenih proizvoda. Europska komisija je u svr-
hu zaštite zdravlja potrošača uspostavila agencije za sigurnost 
hrane u mnogim državama članicama Europske unije (EU), 
odnosno Upravu za zdravstvo i zaštitu potrošača te Europsku 
agenciju za sigurnost hrane (Vandenberge, 2012). Postoji mno-
go odobrenih antimikrobnih supstancije koje se mogu klasifi-
cirati kao veterinarski lijekovi za kontrolu i prevenciju bolesti 
te kao promotori rasta koji se često primjenjuju putem vode 
ili aditiva u hrani za životinje. Kontrole uporabe veterinarskih 
lijekova, uključujući tvari za promicanje rasta kod životinja, 
strogo su regulirane od strane EU mnogobrojnim propisima i 
direktivama. Od 1998. godine EU je zabranila uporabu antibio-
tika u prehrambenim proizvodima (Stolker i sur., 2007). Zabri-
nutost zbog razvoja antibiotičke otpornosti i prijenosa gena za 
rezistenciju na antibiotike s animalne na humanu mikrobiotu 
prisilila je Europsku komisiju da od prvog siječnja 2006. go-
dine odstrani i eventualno zabrani marketing te uporabu anti-
biotika kao promotora rasta u hrani namijenjenoj životinjama 
primjenom Uredbe 1831/2003 (EC, 2003). Treba napomenuti 
da je uporaba promotora rasta u mnogim dijelovima svijeta 
još uvijek uobičajena praksa (Castanon, 2007). Sve navedeno 
upućuje na važnost razvoja učinkovitih analitičkih metoda za 
određivanje prisutnosti antibiotika u proizvodima životinjskog 
podrijetla te razinu bioakumulacije i vrijeme zadržavanja an-
tibiotika u tkivima životinja nakon njihove primjene (Fejzuli, 
2017).

Struktura,  osnovna svojstva i mehanizam 
djelovanja aminoglikozida

Aminoglikozidi su spojevi  čija se osnovna struktura sa-
stoji od aminociklitolnog prstena zasićenog amino i hidrok-
silnim skupinama. Kod većine aminoglikozidnih antibiotika, 
ovaj aminociklitolni dio čini streptamin, odnosno 2-deoksi-
streptamin. Streptomicin, koji u svojoj strukturi ima molekulu 
streptidina, je jedini izuzetak. Aminociklitolna jezgra poveza-
na je glikozidnim vezama s različitim aminošećerima, prema 
kojima  se pojedini aminoglikozidi mogu međusobno razli-
kovati (Ristuccia i Cuncha, 1982). Aminoglikozidi su bazič-
ni, jako polarni spojevi koji su pozitivno nabijeni. Dobro su 
topljivi u vodi, relativno netopljivi u lipidima i imaju pojačanu 
antimikrobnu aktivnost u alkalnim, ali ne i kiselim sredinama 
(Spelman i sur., 1989). Mogu se vezati na negativno nabijene 
lipopolisaharide te intracelularne i anionske molekule stanične 

membrane bakterija. Međutim, njihov pozitivan naboj pri fizi-
ološkom pH pridonosi njihovom nefrotoksičnom i ototoksič-
nom djelovanju, te može dovesti do pojave neuromuskularne 
blokade (Gilbert, 1995).

Prednosti  terapijske upotrebe aminoglikozida proizlaze 
iz vrlo male propusnosti eukariotskih stanica za ove antibiotike 
koji su pod fiziološkim uvjetima pozitivno nabijeni. Aminogli-
kozidi su bakteriocidne tvari koje inhibiraju sintezu proteina i 
ometaju integritet bakterijske stanične membrane kroz složeni, 
višestupanjski proces. Prvotno se kao kationski spojevi elek-
trostatskim interakcijama vežu na negativno nabijene ostatke u 
vanjskoj membrani Gram-negativnih bakterija. Zatim difundi-
raju kroz pore vanjske membrane i ulaze u periplazmatski pro-
stor. Za njihov transport kroz citoplazmatsku  membranu po-
trebna je metabolička energija iz elektron-transportnog sustava 
koji je ovisan o prisutnosti kisika. Jednom kada uđu u stanicu, 
aminoglikozidi ometaju translaciju vezanjem za ribosomalno 
mjesto „A“ na 30S RNA podjedinici ribosoma. Pretpostavlja 
se da aminoglikozidi reorganiziraju mjesto dekodiranja nami-
jenjeno za vezanje mRNA-tRNA, uzrokujući pogrešno čitanje 
kodona i inhibiciju translokacije. Kao posljedica toga, dolazi 
do ometanja procesa translacije što u konačnici dovodi do smr-
ti bakterijske stanice (Ogle i sur., 2001, Ogle i Ramakrishnan, 
2005, Blair i sur. 2015). 

Primjena aminoglikozida

Antibiotici se kod životinja upotrebljavaju u tri glavne 
svrhe: terapijska upotreba za liječenje zaraznih bolesti, pro-
filaktička upotreba za prevenciju zaraznih bolesti te upotreba 
kao prehrambenih aditiva kod uzgoja životinja (Fisher i sur., 
2011). Terapijsko liječenje se oslanja na primjenu aktivne kon-
centracije antibiotika koja premašuje minimalnu inhibicijsku 
koncentraciju (MIC, eng.	minimum inhibitory concentracion) 
za patogene mikroorganizme, kroz učinkovito vremensko raz-
doblje. Prehrambeni aditivi su definirani kao tvari koje pobolj-
šavaju svojstva hrane namijenjene životinjama te potiču njihov 
rast. Prema Van Boeckelu i sur. (2015.) pet zemalja s najvećim 
udjelom globalne potrošnje antibiotika za tretiranje životinja: 
Kina (23 %), Sjedinjene Američke Države (13 %), Brazil (13 
%), Indija (3 %) i Njemačka (3 %). Aminoglikozidi se upotre-
bljavaju u različitim životinjskim vrstama i u različite terapij-
ske svrhe (Tablica 1).
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Tablica 1. Uporaba	aminoglikozida	u	veterinarstvu	(EMA/ESVAC,	2016)
Table 1.  Application	of	aminoglycosides	in	veterinary	(EMA/ESVAC,	2016)

Aminoglikozidni
antibiotik

Primijenjena
masa/t (ES-
VAC, 2014)

Trajanje 
primjene/
dani

Domaće 
životinje Bolest

Kanamicin < 2 3-4 stoka
mastitis uzrokovan Gram-negativnim bakterijama,
septikemija,
infekcije respiratornog i mokraćnog sustava

Gentamicin 12 3-5

konji
telad i 
druge
domaće 
životinje

infekcije oka, respiratornog i probavnog sustava, 
Septikemija,
metritis

Amikacin < 1 / konji septikemija.
metritis

Apramicin 21
5-7 (voda)
28 (stočna 
hrana)

perad
svinje
telad

infekcije probavnog sustava bakterijama iz porodice
Enterobacteriaceae

Streptomicin 7 3

perad
stoka
svinje
ovce
konji
psi

leptospiroza

Dihidrostrepto-
micin 129 3-5

svinje
telad
perad

mastitis uzrokovan Gram-negativnim bakterijama,
infekcije probavnog i respiratornog sustava

Spektinomicin 70 7 infekcije probavnog i respiratornog sustava

Paramomicin 18 3-5 histomonijaza,
infekcije probavnog sustava

Neomicin 155 3-5 domaće 
životinje

infekcije probavnog sustava, oka i uha (Enterobacteria-
ceae),
septikemija

Prema drugom zajedničkom izvješću ECDC/EFSA/EMA 
(eng. European Center for Disease Prevention and Control/ Eu-
ropean Food Safety Authority/ European Medicines Agency) o 
integriranoj analizi potrošnje antimikrobnih sredstava i pojavi 
antimikrobne otpornosti u humanim i životinjskim bakterijama 
„JIACRA“ (eng. Joint Interagency Antimicrobical Consump-
tion and Resistance Analysis  - JIACRA report), prodaja ami-
noglikozida za animalnu upotrebu unutar 28 zemalja iznosila 
je,  izraženo  u mg prodanih aminoglikozida po kg procijenjene 
biomase za životinje, odnosno u mg prodanih aminoglikozida 
po kg procijenjene tjelesne mase 5,2 mg/PCU za životinje i 
0,2 mg/PCU za ljude (PCU – eng. population correction unit) 
(ECDC/EFSA/EMA, 2017). Aminoglikozidni antibiotici koji 
su prijavljeni kao prodavani, u sklopu ESVAC (eng. European 
Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption) pro-
jekta iz 2017. godine, su: amikacin, apramicin, (dihidro)strep-
tomicin, framicetin, gentamicin, kanamicin, neomicin, spekti-
nomicin i paromomicin. Treba napomenuti da za amikacin nije 
utvrđena najviša dopuštena količina (NDK) te se stoga ne može 
koristiti kod životinja namijenjenih za proizvodnju hrane. Naj-
češća primjena aminoglikozida je kod liječenja septikemije, 

infekcija probavnog trakta, respiratornog trakta te mokraćnog 
sustava kod različitih vrsta životinja. Aminoglikozidi se često 
upotrebljavaju u kombinaciji s drugim antibioticima (najčešće 
β-laktamskim antibioticima) kako bi se postigao sinergistički 
učinak ili proširio spektar antimikrobne aktivnosti. U 2015. go-
dini postotak prodaje aminoglikozida u 30 članica EU iznosila 
je 3,5 %. Postoje značajne razlike u prodaji aminoglikozida 
između različitih zemalja EU, te su najniže stope prodaje za-
bilježene u skandinavskim zemljama, a najviše u Španjolskoj. 
Šesta su najčešće upotrijebljena antimikrobna skupina nakon 
tetraciklina, penicilina, sulfonamida, makrolida i polimiksina 
(EMA/ESVAC, 2017).

EMA je u izvještaju o prodaji antimikrobnih veterinar-
skih lijekova za 29 članica EU i Švicarsku prikazala trendove  
prodaje lijekova u razdoblju od 2010. do 2015. (EMA, 2017). 
U 2015. godini se u Hrvatskoj prodalo ukupno 27,9 tona far-
makoloških djelatnih tvari za primjenu u životinja za hranu. 
Zabilježen je pad prodaje aminoglikozida u 2015. u odnosu na 
2014. sa 8 mg/PCU na 6,5 mg/PCU.
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Negativni učinci ostataka aminoglikozida 

Prekomjerna upotreba, zloupotreba ili nedostatak kontro-
le u primjeni antibiotika rezultira njihovom visokom razinom 
akumulacije u organizmu životinja (Ronquillo i Hernandez, 
2017). Upotreba antibiotika kao promotora rasta također do-
vodi do pojave potencijalno štetnih ostataka u mesu i ostalim 
prehrambenim proizvodima životinjskog podrijetla. Ostaci 
antimikrobnih lijekova koji su iznad propisane koncentracije 
utvrđenim od strane FDA-a (tolerancije), EMA ili JECFA (Jo-
int FAO/WHO Expert Commitee on Food Additives) (NDK) 
mogu rezultirati razvitkom alergijskih reakcija, karcinoma, i/
ili poremećajima ravnoteže intestinalne mikrobiote i razvitkom 
antimikrobne rezistencije kod bakterija što otežava liječenje 
infekcija kod ljudi. Aminoglikozidni antibiotici mogu uzroko-
vati ototoksičnost i nefrotoksičnost, no to se obično događa 
samo ako se radi o učestaloj primjeni (Baynes i sur., 2016). 
Rice i sur. (1983) izvijestili su o toksikološkim učincima linko-
micina prisutnog u mliječnim proizvodima, a zahvaćene krave 
su razvile anoreksiju, proljev i ketozu. Pereira i sur. (2014) su 
procijenili učinak uporabe antimikrobnih supstancija na uče-
stalost pojave antibiotičke rezistencije kod bakterijskog soja 
Escherichia	coli	izoliranog iz fecesa teladi te se ustvrdilo da su 
bakterijski sojevi iz uzoraka uzetih od teladi tretiranih s enro-
floksacinom  imali veću vjerojatnost (P <0,0001) da budu rezi-
stentni na fluorokinolone. Ovi su rezultati  osobito uznemiru-
jući jer su ti antibiotici ključni u humanoj medicini za liječenje 
bolesti uzrokovanih nekom od bakterija iz rodova Salmonella, 
Campylobacter i Shigella (Collignon i sur., 2009). Antibioti-
ci koji se koriste u suzbijanju uzročnika mastitisa su najčešći 
antimikrobni agensi koji se koriste u uzgoju mliječnih krava 
(Fisher i sur., 2011).

Posljedice korištenja antibiotika u ishrani životinja obu-
hvaća kompleksni sustav međusobno povezanih procesa: ra-
zvitak rezistentnih bakterija, prijenos ostataka antibiotika, 
rezistentnih bakterija i gena za rezistenciju s proizvoda živo-
tinjskog podrijetla na potrošače (Aminov, 2009; Chee-Sanford, 
2009). Prisutnost ostataka antibiotika u okolišu ne mijenja 
samo strukturu i raznolikost mikrobiološke zajednice tla, nego 
utječe i na svojstvo prisutnih mikroorganizama da razgrađuju 
kontaminante te obavljaju druge funkcije poput metanogeneze, 
transformacije dušičnih spojeva i smanjenje razine sulfata u 
tlu i vodenom okolišu (Keen i Patrick, 2013). Ograničavanje 
potrošnje antibiotika je najizravnija strategija za suzbijanje ši-
renja ostataka antibiotika okolišem i antibiotičke rezistencije 
(slika 1). Povijesni primjeri podupiru pretpostavku da učesta-
lost pojave otpornosti na antibiotike kod bakterija opada kada 
se antibiotici više ne primjenjuju za poticanje rasta životinja. 
Tako je danska vlada 1995. godine zabranila uporabu avopar-
cina, što je rezultiralo smanjenjem učestalosti pojave rezisten-
tnih sojeva E.	 faecium s 72,7% 1995. na 5,8% 2000. godine 
(Aarestrup i sur., 2001).

Slika 1.  Prisutnost	ostataka	antibiotika	u	okolišu	i	hrani	ži-
votinjskog	podrijetla	i	širenje	bakterija	rezistentnih	
na	antibiotike	kao	posljedica	pretjerane	uporabe	
antibiotika	kod	ljudi	i	životinja	

Figure 1. Presence	of	antibiotic	residues	in	environment	and	
in	food	of	animal	origin,	and	spreading	of	bacteria	
resistant	to	antibiotics	as	a	consequence	of	redun-
dant	use	of	antibiotics	in	man	and	animals

Mehanizmi rezistencije na aminoglikozide

Bakterijska otpornost na antibiotike postala je ozbiljna i 
sve veća prijetnja modernoj medicini te se pojavila kao jedan 
od vodećih zdravstvenih problema 21. stoljeća (WHO, 2014). 
Procjenjuje se da će se do 2050. godine povećati razina antimi-
krobne otpornosti (AMR, engl.	antimicrobial	resistance) zbog 
čega će do 10 milijuna ljudi godišnje umirati, a ujedno će doći 
do smanjenja BDP-a za 2 do 3,5% (Pikkemaat i sur., 2016). 
Upotreba antibiotika u uzgoju životinja znatno pridonosi ra-
zvoju i širenju  otpornosti na antibiotike kod bakterija prisut-
nih u intestinalnom traktu životinja čiji se geni za antibiotičku 
rezistenciju mogu prenijeti preko hrane životinjskog podrijetla 
na ljude (EFSA, 2015). Široko rasprostranjena subterapijska  
upotreba antibiotika kao promotora rasta kod životinja je po-
godovala  širenju i uspostavljanju stabilnih rezistentnih sojeva 
u okolišu, te stoga primjena antibiotika koja nije u terapijske  
svrhe, više  nije  prihvaćena unutar EU (EC, 2003). Otpor-
nost na aminoglikozide  kod bakterija može biti urođena ili 
stečena. Budući da se aminoglikozidi transportiraju kroz sta-
ničnu membranu u energetski ovisnom procesu, koji zahtijeva 
prisutnost kisika, anaerobne bakterije su urođeno otporne na 
aminoglikozide. Drugi mikroorganizmi, poput streptokoka i 
enterokoka, čija stanična stijenka služi kao barijera, također 
imaju urođenu otpornost na aminoglikozide. Razumijevanje 
genetičke osnove urođene otpornosti bakterija na aminogliko-
zide može dovesti do razvoja novih kombinacija antibiotika u 
svrhu poboljšanja ili proširivanja aktivnosti antibiotika prema 
ciljnim patogenima (Blair i sur. 2015). Mehanizmi rezistencije 
složeni su, te se razlikuju za pojedine aminoglikozide i različiti 
su kod pojednih bakterijskih vrsta. Mnogi geni za rezistenciju 
nalaze se na pokretnim genetičkim elementima povećavajući 
vjerojatnost širenja otpornosti na aminoglikozide (Ramirez i 
Tolmasky, 2010). Otpornost bakterija na antibiotike obuhvaća 
više različitih mehanizma koji se mogu svrstati u tri glavne 
grupe: a) smanjenje intracelularne koncentracije antibiotika 
zbog promjene permeabilnosti vanjske membrane i/ili učin-
kovitih “efflux” mehanizama; b) modifikacija ciljnog mjesta 
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djelovanja antibiotika zbog genetičke mutacije ili post-transla-
cijske modifikacije ciljnog mjesta djelovanja; c) inakitvacija 
antibiotika uzorkovana enzimskom modifikacijom antibiotika.  

Kao posebni mehanizam rezistencije navodi se i mijenjanje 
inhibiranog metaboličkog puta (Džidić i sur., 2008, Blair i sur. 
2015). Razumijevanje mehanizama antibiotičke rezistencije i 
poznavanje metaboličkih puteva biosinteze antibiotika na mole-
kularnoj razini omogućava razvoj novih antibiotika, zahvaljuju-
ći i značajnom napretku u razvoju raznovrsnih pristupa metabo-
ličkog inženjerstva i sintetičke biologije (Petković i sur., 2017).

Smanjenje intracelularne koncentracije antibiotika može 
biti posljedica smanjenog unosa lijeka ili djelovanja aktivnih 
“efflux” mehanizama, kao npr. rezistencija na gentamicin koja 
je uzrokovana inaktivacijom porina vanjske membrane, usta-
novljena kod nekih vrsta iz rodova Pseudomonas, Burkhol-
deria, Stenotrophomonas, kao i kod nekih bakterijskih sojeva 
koje pripadaju vrstama E.coli, Lactococcus	 lactis i Acineto-
bacter	baumanii	(Poole, 2005). 

Otpornost na aminoglikozide najčešće je rezultat aktivnosti 
enzima koji modificiraju antibiotike djelovanjem fosfotransfera-
za, acetiltransferaza i adeniltransferaza. Ovi enzimi modificiraju 
hidroksilne ili amino skupine 2-deoksistreptaminske jezgre, te 
njene šećerne komponente čime onemogućavaju vezanje ami-
noglikozida na ciljano mjesto unutar stanice. Bakterijski sojevi, 
producenti aminoglikozidnih antibiotka, se zaštićuju od njiho-
ve antimikrobne aktivnosti djelovanjem enzima koji dodaju 
metilnu skupinu na specifične nukleotide u 16S rRNA koji su 
neophodni za vezanje aminoglikozida, čime se inhibira njihov 
antibiotički učinak bez ometanja drugih ribosomskih funkcija. 
Metilacija ciljnog mjesta djelovanja na ribosomu je također ra-
stući mehanizam rezistencije kod klinički relevantnih Gram-ne-
gativnih bakterija. Prvi gen koji je identificiran bio je gen koji 
kodira za 16S rRNA metilazu, armA (Galimand i sur., 2003). 
Nakon toga je objavljeno još 9 dodatnih gena koji kodiraju za 
metilaze odgovorne za antibiotičku rezistenciju: rmtA,	 rmtB,	
rmtC,	 rmtD,	 rtmD2,	 rmtE,	 rmtF,	 rmtG i npmA (Potron i sur., 
2015). Geni koji kodiraju za ove determinante obično se nala-
ze na pokretnim genetičkim elementima zajedno s genima koji 
uzrokuju otpornost bakterija na druge skupine antibiotika. Geni 
rmtA,	 rmtB,	 rmtC,	 rmtD,	 rtmD2,	 rmtE,	 rmtF,	 rmtG	 uzrokuju 
rezistenciju na gentamicin, tobramicin, kanamicin i amikacin, 
dok gen npmA	uzrokuje rezistenciju na gentamicin, tobramicin, 
kanamicin, amikacin, neomicin i apramicin, ali ne i na strepto-
micin (Garneau-Tsodikova i Labby, 2016). 

Formiranje bakterijskog biofilma je specifični mehanizam 
otpornosti patogena koji se ispoljio kao glavni problem u tre-
tmanu kroničnih infekcija, posebno onih uzrokovanih Gram-ne-
gativnim patogenima (Meyer, 2005; Rice, 2006). Ustanovljeno 
je da subterapijske doze  aminoglikozidnih antibiotika mogu in-
ducirati formiranje biofilma kod patogenih sojeva Pseudomonas	
aeruginosa i Escherichia	coli (Hoffman i sur., 2005). 

Kontrola aminoglikozida u hrani

Ostatke aminoglikozida u hrani životinjskog podrijetla 
članice EU kontroliraju u okviru nacionalnih planova praćenja 
ostataka veterinarskih lijekova koji su propisani Direktivom 
Vijeća 96/23/EZ (EC, 1996). Ovom direktivom definirani su 
postupci za države članice EU za usvajanjem i provođenjem 

nacionalnih planova praćenja ostataka veterinarskih lijekova 
u životinjama koje se koriste za proizvodnju hrane. Direktiva 
utvrđuje razine i učestalost uzorkovanja za goveda, ovce, koze, 
svinje, konjiće, perad,  akvakulture, mlijeko, jaja, meso kunića 
i divljači, med, kao i skupine tvari koja se prati za svaku vrstu 
hrane. Dvije glavne skupine ostataka koje treba pratiti suklad-
no Direktivi Vijeća 96/23/EZ su skupina A koju čine tvari koje 
imaju anabolički učinak i neovlaštene tvari (npr. steroidi), te 
skupina B, veterinarski lijekovi i kontaminanti gdje antibiotici 
čine skupinu  B1. 

Određivanje, odnosno detekcija tvari iz skupine A i B 
prema Direktivi Vijeća 96/23/EZ, se često ne ograničava samo 
na osnovnu supstancu, već se analiziraju jedan ili više nastalih 
metabolita (De Brabander i sur., 2009). Metode analize anti-
mikrobnih lijekova mogu se grupirati u različite kategorije: 
mikrobiološke, imuno-kemijske ili fizikalno-kemijske (De 
Brabander i sur., 2009, Makovec i sur. 2014). Mikrobiološke 
metode se oslanjaju na zajedničko svojstvo svih antibakterijskih 
spojeva, kao što je inhibicija rasta mikroorganizama (Šušković 
i Kos, 2017). Imuno-kemijske metode uključuju imuno-analize 
npr. ELISA (eng.	enzyme-linked immunosorbent assay) i EIA 
(eng. enzyme immunoassay) testove za određivanje ostataka 
streptomicina i imuno-afinitetnu kromatografiju (Gačić i sur. 
2015). Fizikalno-kemijske metode temelje se na kromatograf-
skom pročišćavanju/razdvajanju ostataka nakon čega slijedi 
spektroskopska kvantifikacija putem UV, fluorescentne ili MS 
detekcije (De Brabander i sur., 2009; EFSA, 2011). Metode za 
nadziranje veterinarsko-medicinskih proizvoda skupine tvari B 
dijele se na orijentacijske (eng. screening methods) i potvrdne 
metode (eng. confirmatory methods). Orijentacijske metode 
se koriste za otkrivanje prisutnosti analita ili klase analita na 
razini od interesa, dok potvrdne metode pružaju potpune ili 
komplementarne informacije kako bi se analit nedvosmisleno 
identificirao. Potvrdne metode moraju se temeljiti na primjeni 
spektrometrije masa (npr. GC-MS, LC-MS) te moraju ispunja-
vati kriterije navedene u Odluci Komisije 2002/657/EZ (EC, 
2002a). 

Brojne potvrdne kromatografske metode razvijene su za 
kvantifikaciju aminoglikozida u životinjskim tkivima, poput 
plinske kromatografije s masenom detekcijom (GC-MS), teku-
ćinske kromatografije s fluorescentnom (LC-FLD) ili masenom 
detekcijom (LC-MS) te tankoslojna kromatografija (TLC) fra-
gmenata nastalih kemijskom razgradnjom (Stolker i Brinkman, 
2005, Kos, 2017). Aminoglikozidi su slabo hlapljivi spojevi 
usljed čega je njihova analiza primjenom plinske kromatogra-
fije otežana (Solomun Kolanović i sur., 2011). Kvantifikacija 
ostataka aminoglikozida najčešće se provodi tekućinskom kro-
matografijom kombiniranom s tandemskom spektrometrijom 
masa - LC-MS/MS (Delatour i sur. 2018.; Desmarchelier i sur., 
2018). Zbog polarnosti molekula aminoglikozida, ekstrakcija i 
kromatografska separacija primjenom kromatografije obratnih 
faza je otežana pa se primjenjuju derivatizacijski postupci (Po-
syniak i sur., 2001). Također se primjenjuju postupci ioniza-
cije molekula pri atmosferskom tlaku koji omogućuje analizu 
nehlapljivih spojeva bez dugotrajnog postupka derivatizacije. 
Obzirom na hidrofilnost ovih spojeva razvijen je postupak hi-
drofilne interakcije s masenom detekcijom uz primjenu kolona 
s kopolimernim adsorbensom (Zhu i suradnici, 2008). Sve se 
više primjenjuju metode koje omogućavaju istovremenu ana-
lizu ostataka antibiotika koji pripadaju različitim skupinama, 
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uključujući i aminoglikozide (eng.	multiresidue methods) (El 
Hawari i sur., 2017). U tablici 2 su navedene reference u koji-

ma su primjenom takvih metoda analizirani ostaci aminogliko-
zida i drugih antibiotika u hrani životinjskog podrijetla.  

Tablica 2. Metode	za	istovremenu	analizu	ostataka	različitih	skupina	antibiotika	(eng.	multiresidue	methods),	tekućinske	kroma-
tografije kombinirane	 s	 tandemskom	spektrometrijom	masa	 (LC-MS/MS),	 za	određivanje	ostataka	aminoglikozida	 i	
drugih	antibiotika		u	hrani	životinjskog	podrijetla.	

Table 2.  Multiresidue methods of liquid chromatography - tandem mass specrometry (LC-MS/MS)	for	the	determination	of	
aminoglycosides	and	other	residues	of	antibiotics	in	various	food	matrices	of	animal	origin

 Ostaci antibiotika određivani LC-MS/MS metodom Referenca

avermektini, benzimidazoli, β-laktami, kinoloni, makrolidi, pirimidini, sulfonamidi, tetracikli-
ni Ortelli i sur., 2009

ampicilin, bacitracin A, eritromicin A, klaritromicin, klortetraciklin, kloramfenikol, monenzin 
A, oksitetraciklin, penicilin G, streptomicin, tetraciklini, tilozin A, virginiamicin M1 De Alwis i Heller, 2010

aminoglikozidi Almeida i sur., 2012

benzimidazoli, kinoloni, nitroimidazoli, β-laktami, makrolidi, trifenilmetanske boje, sulfona-
midi i tetraciklini Biselli i sur., 2013

avermektini, amfenikoli, benzimidazoli, β-laktami, kinoloni,  makrolidi,  ionofore, pirimidini, 
sulfonamidi, tetraciklini Robert i sur., 2013

aminoglikozidi Bohm i sur., 2014

fluorkinoloni, kinoloni, sulfonamidi, tetraciklini Martins i sur., 2015

aminokumarini, amfenikoli, benzimidazoli, -laktami, diaminopirimidini, kinoloni, linkozamdi, 
makrolidi, pleuromutilini, sulfonamidi, streptogramini, polipeptidi kinoksalini, tetraciklini Robert i sur., 2015

aminoglikozidi, linkozamidi,  makrolidi, sulfonamidi, tetraciklini El Hawari i sur., 2017

aminoglikozidi Asakawa i sur., 2018

amfenikoli, avermektini, diaminopirimidini,  benzimidazoli, kokcidiostatici, kinoloni, linkoza-
midi,  makrolidi, rifamicini, sulfonamidi Desmarchelier i sur., 2018

aminoglikozidi Savoy i sur., 2018

Procjenu rizika i određivanje NDK za antibiotike u pre-
hrambenim proizvodima životinjskog podrijetla, kao što su 
mišići, jetra, bubreg, masno tkivo, mlijeko i jaja, u  SAD-u 
određuje Uprava za hranu i lijekove (FDA), dok je ekviva-
lentno regulatorno tijelo u EU Europska agencija za lijekove 
(EMA). Komisija (EU) objavljuje NDK koje je odredio Odbor 
za veterinarsko-medicinske proizvode (CVMP - Committee 
for Medicinal Products for Veterinary Use). Postoje i nezavi-
sna tijela za procjenu rizika, kao što je Zajednička agencija 
za hranu i poljoprivredu/Stručni odbor za prehrambene aditi-
ve Svjetske zdravstvene organizacije (JECFA, eng.	The Joint 
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) koji također 
preporučuju NDK. Komisija Codex	Alimentarius (CAC - Co-
dex Alimentarius Commission) određuje hoće li se usposta-
viti međunarodni standardi za ostatke veterinarskih lijekova 
(NDK). Ostaci antibiotika mogu imati negativne posljedice na 
zdravlje potrošača kada koncentracija ostataka u prehrambe-
nim proizvodima prelazi granicu tolerancije tj. NDK. Mogući 
štetni učinci na zdravlje mogu uključivati alergijske reakcije, 
krvne diskrazije, karcinogenost i kardiovaskularnu toksičnost. 
Proces procjene rizika se temelji na provođenju mnogobrojnih 
sigurnosnih studija te in	vitro studija u kojim se utvrđuje pri-
hvatljiv dnevni unos (eng.	Acceptable daily intake, ADI). ADI 
se zatim prilagođava vrijednostima potrošnje hrane za različite 

vrste tkiva (300 g za mišiće, 100 g za jetru, 50 g za bubrege, 
50 g za masnoću, 1500 g za mlijeko) kako bi se determinirale 
granice tolerancije (NDK) za svaku vrstu tkiva. 

Uredbom Komisije (EU) br. 37/2010 o farmakološki ak-
tivnim supstancama i njihovoj klasifikaciji za sve vrste živo-
tinja koje se koriste za proizvodnju hrane definirane su  NDK 
vrijednosti za aminoglikozidne  antibiotike, kako je navedeno 
u tablici 3 (EC, 2010). 
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Tablica 3. Najveće	dopuštene	količine	(NDK)	aminoglikozidnih	antibiotika	u	hrani	životinjskog	podrijetla	(EC,	2010).
Table 3. Maximum	residue	limits	(MRL)	of	aminoglycosides	in	food	of	animal	origin	(EC,	2010).

Aminoglikozidi Životinjska vrsta

NDK (µg/kg)

Tkivo
Mlijeko Jaja

Mišić Jetra Bubreg Masno 
tkivo

Apramicin

goveda 1000 10000 20000 1000

Ne primjenjivati 
kod životinja čije 
se mlijeko koristi 
za prehranu ljudi.

ovce, svinje, kokoši i 
kunići

Nije 
primje-
njivo

Nije pri-
mjenjivo

Nije pri-
mjenjivo

Nije pri-
mjenjivo

Ne primjenjivati kod životinja 
čije se mlijeko ili jaja koriste za 
prehranu ljudi.

Dihidrostrepto-
micin

sve vrste preživača, 
svinje i kunići 500 500 1000 500 200

Gentamicin

sve vrste sisavaca 
koje se koriste za 
proizvodnju hrane te 
ribe

50 200 750 50 100

Neomicin
sve vrste životinja 
koje se koriste za 
proizvodnju hrane

500 5500 9000 500 1500 500

Kanamicin

sve vrste životinja 
koje se koriste za 
proizvodnju hrane 
osim riba

100 600 2500 100 150

Paromomicin
sve vrste životinja 
koje se koriste za 
proizvodnju hrane

500 1500 1500
Ne primjenjivati kod životinja 
čije se mlijeko ili jaja koriste za 
prehranu ljudi.

Streptomicin sve vrste preživača, 
svinje i kunići 500 500 1000 500 200

Spektinomicin

ovce 300 2000 5000 500 200 Ne primje-
njivati kod 
životinja 
čija se jaja 
koriste za 
prehranu 
ljudi.

sve ostale vrste živo-
tinja koje se koriste 
za proizvodnju hrane

300 1000 5000 500 200

Rezultati kontrole aminoglikozida u EU

Na temelju prikupljenih podataka iz svih članica EU, 
EFSA EMA i ECDC, objedinjuje rezultate nacionalnih pla-
nova i ostalih uzorkovanja načinjenih prema Direktivi Vijeća 
96/23/EZ i objedinjuje ih u jedan izvještaj. U razdoblju od če-
tiri godine (2013. – 2016.) prijavljeno je ukupno 249 nesuklad-
nih rezultata sa povišenim koncentracijama aminoglikozida 
(EFSA, 2015, 2016, 2017, 2018). Nesukladni rezultati utvrđeni 
za dihidrostreptomicin, streptomicin, gentamicin, kanamicin, 
neomicin i spektinomicin u tkivima različitih vrsta životinja, 
uključujući i mlijeko za razdoblje 2013.-2016. prikazani su u 
tablici 4. U 2013. godini utvrđen je najveći broj nesukladnih 
rezultata (ukupno 78). U četverogodišnjem razdoblju najveći 
broj nesukladnih rezultata od 136 (54,6 %) odnosio se na dihi-

drostreptomicin, zatim 52 (20,9 %) na gentamicin, 35 (14,1 %) 
na neomicin, 24 (9,64 %) na spektinomicin, te je nađen po je-
dan nesukladan uzorak na kanamicin i streptomicin. Obzirom 
na vrstu životinjskog mesa najveći broj nesukladnih rezultata 
od 53,4 % je utvrđen za goveđa tkiva, dok se 28,1 % odnosilo 
na svinjska tkiva, a 6,02 % na perad, 3,61 % na ovce i koze, te 
svega 0,4 % na konje. U uzorcima mlijeka određena su 2 nesu-
kladna rezultata na gentamicin i jedan na kanamicin.

Tijekom istraživanja ostataka aminoglikozida u uzorcima 
mlijeka u kojima je ustanovljena prisutnost ostataka aminogli-
kozidnih antibiotika, u okviru „Nacionalnog plana monitoringa 
rezidua Republike Hrvatske“, u razdoblju od 2008. do 2010. 
godine, koncentracije gentamicina kretale su se u rasponu od 
0,05 do 13,4 µg/kg, neomicina od 2,38 do 1453,3  µg/kg te 
streptomicina od 0,18 do 67,2 µg/kg (Bilandžić i sur., 2011). 
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Tablica 4. Nesukladni	rezultati	 (veće	razine	od	propisanih	NDK	vrijednosti)	ostataka	aminoglikozidnih	antibiotika	dobiveni	u	
okviru	nacionalnih	programa	praćenja	ostataka	veterinarskih	lijekova	i	dodatnih	uzorkovanja	članica	EU	u	razdoblju	
2013.-2016.	(EFSA,	2015;	EFSA	2016;	EFSA,	2017)

Table 4.  Non-compliant	results	(exceeded	the	prescribed	MRL	levels)	of	aminoglycoside	residues	obtained	in	the	frame	of	nati-
onal	residue	monitoring	programs,	including	additional	sampling	of	EU	members	for	the	period	2013-2016

Godina Vrsta 
životinje

Dihidro-
streptomicin

Gentami-
cin Kanamicin Neomicin Spektino-

micin
Streptomi-
cin Ukupno

2016

govedo 19 9 9 3 40

svinja 9 2 1 2 14

ovce/
koze 2 2

perad 13 13

mlijeko 2 2

Ukupno 30 13 10 18 71

2015

govedo 22 12 1 1 36

svinja 13 3 1 17

ovce/
koze 1 1

mlijeko 1 1

Ukupno 36 15 1 1 1 1 55

2014

govedo 12 7 7 5 31

svinja 11 2 13

ovce/
koze 3 3

perad 1 1

konj 1 1

mlijeko 1 1

Ukupno 29 9 7 5 50

2013

govedo 17 13 13 43

svinja 22 2 2 26

ovce/
koze 1 2 3

perad 1 1

Ukupno 41 15 17 73

Ukupno svi 136 52 1 35 24 1 249

Članice EU koriste centralni sustav brzog uzbunjivanja za 
hranu i hranu za životinje RASFF (eng. Rapid Alert System for 
Food and Feed) kojim prijavljuju nesukladne rezultate određi-
vanja aminoglikozida u kontroli različitih proizvoda koji dola-
ze na tržište EU (EC, 2002b). U razdoblju od 2002. do 2018. 
godine prijavljeno je ukupno 11 proizvoda s nesukladnim kon-
centracijama aminoglikozida, odnosno 3 goveđa mesa, jedno 
konjsko meso, meso zmije, svinjska crijeva, dva uzorka ribe, 

jedni škampi,  te jedan enzimski premiks i jedna  hrana za ži-
votinje (RASFF, 2018). Najviša koncentracija ostataka amino-
glikozida od 56200 µg/kg određena je za dihidrostreptomicin 
u goveđem mesu iz Poljske 2011. godine, dok je 2007. godine 
prijavljena nedozvoljena koncentracija dihidrostreptomicina 
u goveđem mesu iz Italije. U uzorcima  svinjskih crijeva po-
drijetlom iz Brazila, analiziranih u Francuskoj u 2009. godini, 
izmjerena je koncentracija  ostataka dihidrostreptomicina od 
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787 µg/kg, a isti antibiotik je bio prisutan i u konjskom mesu 
iznad dozvoljene koncentracije (19,22 µg/kg) što je prijavljeno 
u Mađarskoj 2014. godine. U Češkoj je Republici 2010. go-
dine određena nedozvoljena koncentracija ostataka neomicina 
u rasponu od 656 do 1385 µg/kg u uzorcima ribe Pangasius	
hypophthalmus podrijetlom iz Vijetnama, dok su škampi s Fili-
pina sadržavali ostatke streptomicina u nedozvoljenoj koncen-
traciji, prema analizi iz Španjolske 2003. godine. Nedozvoljeni 
ostatci kanamicina su određeni u mesu pitona, podrijetlom iz 
Vijetnama, u koncentraciji od 2718 µg/kg, što je prijavljeno 
u Njemačkoj, a ostatci istog antibiotika, ali u manjoj koncen-
traciji (15 µg/kg) pronađeni su u enzimskom premiksu podri-
jetlom iz Njemačke, a prijavljeni su u Belgiji. Nedozvoljena 
koncentracija apramicina određena je u Sloveniji 2004. godi-
ne, u hrani za životinje u koncentraciji od 122 mg/kg. U 2017. 
je godini u Italiji određen nesukladan rezultat ostataka spekti-
nomicina u govedini. 

Zaključci

Budući da lijekovi iz skupine aminoglikozida imaju ši-
roki spektar i učinkovito djelovanje prema Gram-negativnim 
bakterijama, često se primjenjuju u uzgoju životinja. Uslijed 
nepravilne primjene i nepoštivanja vremena karence, u mesu 
i ostalim prehrambenim proizvodima životinjskog porijekla 
mogu se pojaviti ostaci aminoglikozida u količinama većim 
od dozvoljenih ili preporučenih zakonodavstvom, za koje 
se, zbog utjecaja na razvoj antibiotičke rezistencije i pojave 
alergija i drugih zdravstvenih poremećaja, smatra da su štetni 
za potrošača. Učestala primjena kod potrošača može dovesti 
čak i do razvoja ototoksičnosti i nefrotoksičnosti. Kako bi se 
izbjegli negativni utjecaji ostataka na zdravlje potrošača i proi-
zvela zdravstveno ispravna hrana nužna je učinkovita kontrola 
aminoglikozida u hrani životinjskog podrijetla provođenjem 
nacionalnih planova praćenja ostataka, koji podrazumijevaju 
primjenu osjetljivih, točnih i preciznih kvantitativnih metoda 
koje preporučaju regulatorna tijela za određivanje veterinar-
skih lijekova.

Prema izvještaju Europske agencije za sigurnost hrane 
(EFSA) o rezultatima praćenja aminoglikozida u država-
ma članicama Europske Unije za četverogodišnje razdoblje 
(2013.-2016.), zabilježena je prisutnost aminoglikozida u ra-
zinama većim od dozvoljenih u čak 249 analiziranih uzoraka, 
s najvećim brojem nesukladnih uzoraka na dihidrostreptomi-
cin i gentamicin, koji su pronađeni u goveđem i svinjskom 
mesu.
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