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Znanstvenirad

Sazetak

U radu su predstavljeni rezultati detekcije ostataka enrofloksacina u misicnom tkivu i tkivu jetre brojlera nakon eksperimentalne apli-
kacije profilaktickih i terapijskih doza ispitujuceg lijeka. Za detekciju ostataka enrofloksacina u misi¢cnom tkivu i tkivu jetre koristene
su dvije metode: mikrobioloska metoda (test inhibicije rasta) i ELISA test. Cilj istraZivanja je ispitati pouzdanost metode mikrobiolos-
kog testa inhibicije rasta (difuzijska metoda) uz primjenu referentnog soja E. coli ATCC 10 536 kao test-mikroorganizma za detekciju
rezidua enrofloksacina u konzumnom mesu brojlera, te usporediti primijenjene metode. Phi koeficijentom korelacije ustanovljeno je
da postoji statisticki visoko signifikantna pozitivna korelacija (p << 0,001) izmedu podataka mikrobioloske i ELISA metode i u uzorci-
ma misi¢nog tkiva i u tkivu jetre, te da u eksperimentalnim uvjetima, mikrobioloska i ELISA metoda daju jednako pouzdane rezultate
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detekcije dozvoljenih koli¢ina rezidua enrofloksacina, iako je rijec o razli¢itim mjerama (mm ili ppb) istog fenomena.
Kljucéne rijeci: enrofloksacin, test inhibicije rasta, ELISA

Uvod

U posljednjih deset godina primje-
na enrofloksacina, kao jednog od
predstavnika fluorokinolona, vidno
je porasla Sirom svijeta, podjednako
u humanoj i veterinarskoj medicini.
Istovremeno je uocen i porast rezi-
stentnosti patogena narocito onih
koji uzrokuju oboljenja kod ljudi a
koji se prenose hranom, kao $to su
bakterije Salmonella spp. i Campylo-
bacter spp. (Giguére i sar., 2007).

Analiza ostataka veterinarskih Ii-
jekova u proizvodima animalnog
podrijetla posljednjih godina je u
intenzivnom razvoju i predstavlja
novi trend s aspekta sigurnosti hra-

ne. Ovaj razvoj se odvija u pravcu
pronalazenja brzih i osjetljivijih ,scre-
ening” metoda za detekciju ostataka
u proizvodima animalnog podrijetla,
te sofisticiranih metoda za potvrdu
rezultata dobivenih ,screening” pre-
tragama (De Brabander i sar., 2009.).
Maksimalni limiti ostataka za enro-
floksacin u EU regulirani su u Tablici
1. Aneksa Regulative 37/2010 (EC,
2010.), i iznose 100 pg/kg za misi¢no
tkivo i 200 pg/kg za tkivo jetre.

Enrofloksacin je sintetski kemo-
terapeutik iz grupe fluorokinolona.
Fluorokinoloni spadaju u preostale
tri generacije (ILII111V) kinolona. Kada
su se, zbog jacine i Sirine antimikrob-

nog spektra djelovanja, kao i male
toksicnosti, pojavili u klini¢koj praksi
osamdesetih godina proslog stolje-
¢a, smatrali su se skoro “idealnim”
antimikrobnim preparatom (Gigueére
i sar.,, 2007.). Enrofloksacin, zajedno s
ciprofloksacinom, orbifloksacinom,
difloksacinom,  danofloksacinom,
marbofloksacinom, sarafloksacinom,
te norfloksacinom spada u drugu
generaciju antimikrobnih lijekova.
Enrofloksacin inhibira funkciju dva
enzima, topoizomeraze Il i topoizo-
meraze IV. Topoizomeraza Il (DNK
- giraza) je odgovorna za replikaciju
DNK (sekundarnu spiralizaciju linear-
ne dvostruke uvojnice DNK) u jezgri
bakterijske stanice (Bonagura, 2000;
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Tablica 1. Raspored aplikacije enrofloksacina tijekom eksperimenta

Eksperimentalna

skupina

Profilakticka
skupina (P)

Vrijeme aplikacije lijeka

Koncentracija Broj zivotinja
lijekau ppm po skupini

1)Terapiranje zivotinja
profilaktickom dozom u periodu
od 1.do 7. dana tova

1) Terapiranje Zivotinja
profilaktickom dozom u periodu

Skupina 1 (G1)

od 1.do 7. dana tova
2)Terapiranje Zivotinja terapijskom

dozom u periodu od 25. do 31.

dana tova

1) Terapiranje Zivotinja
profilaktickom dozom u periodu
od 1.do 7. dana tova

Skupina 2 (G2)

2)Terapiranje zivotinja dozom 2x

ve¢om u odnosu na terapijsku u
periodu od 25.do 31. dana tova
1) Terapiranje zivotinja
profilaktickom dozom u periodu
od 1.do 7. dana tova

Skupina 3 (G3)

2)Terapiranje zivotinja terapijskom

dozom u periodu od 34. do 41.

dana tova

1) Terapiranje Zivotinja
profilaktickom dozom u periodu
od 1.do 7. dana tova

Skupina 4 (G4)

2) Terapiranje Zivotinja dozom 2x

60 ppm 42
100 ppm 42
200 ppm 42
130 ppm 42
260 ppm 42

vec¢om u odnosu na terapijsku u
periodu od 34. do 41. dana tova

Boothe, 2001.). To je proces koji je ne-
ophodan za grupiranje bakterijskih
kromosoma unutar stanice (Dollery,
1999.). Kod gram-negativnih uzro¢-
nika enrofloksacin inhibira enzim
DNK-girazu vezuéi se za njenu su-
bjedinicu A, ¢ime se onemogucava
i sinteza mRNK. (Bonagura, 2000.;
Boothe, 2001.). Enrofloksacin, kao i
drugi fluorokinoloni, ima Sirok spek-
tar djelovanja koje pokazuje u daleko
manjim koncentracijama u odnosu
na tradicionalne antibiotike, kao sto
su penicilini, cefalosporini, tetracikli-
ni, makrolidi, kao i na sulfonamide
(Rivier i Papich, 2009.).

Enrofloksacin se primjenjuje pero-
ralno (s hranom, zamjenom za mli-
jeko ili u vodi za pice) i parenteralno
(s/c ili i/m), te se nakon resorpcije,
kao i drugi fluorokinoloni, dobro i
brzo distribuira po svim tkivima or-
ganizma zahvaljujuéi svojoj izrazitoj
lipofilnosti i slaboj ionizaciji (Pres-
cott, J. F, 2000.). Enrofloksacin se
metabolizira do aktivnog metabolita
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ciprofloksacina koji se i sam koristi u
terapiji (Anadon, 1995.).

Materijal i metode

Istrazivanje je provedeno na uku-
pno 210 brojlera podijeljenih u pet
skupina: profilakticka skupina (P) i
Cetiri pokusne skupine (G1, G2, G3 i
G4). Svaka se sastojala od 42 brojlera
ujednacene tjelesne mase. Pili¢i su
smjesteni u 5 boksova pripremljenih
unutar proizvodnog objekta farme.
Tijekom cijelog perioda tova, pilici su
hranjeni po principu ad libitum (pod-
ne hranilice), dok je napajanje bilo
putem sistema za napajanje (nipl-po-
jilice). Tov pili¢a je trajao 42 dana. Tije-
kom pokusnog perioda pili¢i su hra-
njeni s tri vrste krmnih smjesa. Starter
smjesa (PT-1) koristena je od 0.do 14.
dana,,grover” od 15.do 35.danai fi-
niser” (PT-3) od 36. do 42. dana tova.
Kod svih eksperimentalnih skupina
sproveden je imunoprofilakti¢ki po-
stupak, odnosno vakcinacija brojlera
prema utvrdenom programu imuno-
profilakse. Za eksperimentalnu apli-

kaciju lijeka je koristen Vetoflok 10%
prasak® (“Veterina” d.o.o, Kalinovica,
Hrvatska), a rezim doziranja i nacin
pripreme apliciranog lijeka izvrsen je
na osnovu preporuke proizvodaca. U
Tablici 1. su prikazani podaci o aplici-
ranim koncentracijama enrofloksaci-
na u hrani tijekom eksperimenta.

Posljednjih 8 dana tova, odnosno
od 34-og dana iz svake skupine su iz-
dvajana po 4 brojlera te u odvojenim
i jasno obiljezenim kutijama tran-
sportirani do klaonice. Nakon klanja,
trupovi i jetra su odvojeno pakovani
u plasti¢ne vrecice obiljezene ozna-
kom skupine, danom klanja i brojem
uzorka. Odmah nakon klanja uzorci
su dostavljeni u laboratorij Katedre
za higijenu namirnica Veterinarskog
fakulteta u Sarajevu. Za analize su
koristeni trupovi i jetra od tri ekspe-
rimentalne Zivotinje, a trup i jetra
Cetvrte eksperimentalne Zivotinje
su pohranjivani kao rezervni uzorak.
Trupovi brojlera namijenjenih za ana-
lizu dijelili su se na 3 dijela i ¢uvali na
temperaturi od minimalno -20 °Cdo
pocetka analiza, odnosno do zavrset-
ka klanja svih Zivotinja.

Mikrobioloska metoda (test inhibi-
cije rasta — postupak “jedne ploce”)

Metoda je radena prema Kirbisu
(2007.). Kao test mikroorganizam za
detekciju ostataka enrofloksacina
koristen je referentni soj E. coli ATCC
10536 koji je prethodno obogacen u
ml tripton-soja bujonu (Oxoid, UK),
inkubiran na 37°C tijekom 1 sata, te
inokuliran na krvni agar i inkubiran
narednih 16 sati na temp. 37°C. Za
test su koristene iskljucivo svjeze i ¢i-
ste kulture E. coli ATCC 10 536 pripre-
mljene na navedeni nacin. Kao medij
za pripremu testnih ploca koristen
je agar za detekciju antibiotika No. 2
(Merck, Njemacka). Agar pripremljen
prema uputi proizvodaca (pH=8.0)
je autoklaviran na temperaturi od
121°Ctokom 15 minuta i ohladen na
40°C. Suspenzija E. coli ATCC 10 536 je
pripremljena u fizioloskoj otopini gu-
sto¢e 1 McFarland stepen, $to odgo-
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Tablica 2. Rezultati detekcije rezidua enrofloksacina metodom mikrobioloskog testa inhibicije rasta (dijametar zone inhibicije
rasta u mm) u misicnom tkivu brojlera po danima klanja. LOD mikrobioloskog testa = 50 ppb. Veli¢ina zone inhibicije rasta tes-
tnog mikroorganizma (pozitivna kontrola) iznosila je 13 mm, sto odgovara vrijednosti MRL za misi¢no tkivo peradi od 100 ppb.

Oznaka Oznaka Dan klanja
eksperimentalne grupe uzorka [
1 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13
P 2 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13
3 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13
1 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13
G1 2 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13
3 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13
1 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13
G2 2 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13
3 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13 <13
1 28 35 32 30 28 30 29 28
G3 2 26 34 33 32 39 32 28 33
3 30 33 34 32 30 30 30 30
1 34 40 38 39 40 38 40 36
G4 2 34 39 37 35 38 35 34 40
3 32 38 35 38 38 37 35 38

Tablica 3. Rezultati analiza detekcije rezidua enrofloksacina metodom mikrobioloskog testa (dijametar zone inhibicije rasta u
mm) u jetri* eksperimentalnih Zivotinja po danima klanja; LOD mikrobioloskog testa = 50 ppb. Veli¢ina zone inhibicije rasta tes-
tnog mikroorganizma (pozitivna kontrola) iznosila je 22 mm, $to odgovara vrijednosti MRL za misi¢no tkivo peradi od 200 ppb.

Oz.naka Oznaka Dani klanja
eksperimentalne
uzorka v
grupe
1
P* 2 <22 <22 <22 <22 <22 <22 <22 <22
3
1
G1* 2 <22 <22 <22 <22 <22 <22 <22 <22
3
1
G2* 2 <22 <22 <22 <22 <22 <22 <22 <22
3
1
G3* 2 30 32 31 32 32 30 31 38
3
1
G4* 2 42 43 45 45 38 42 45 43
3

* vrijednost za zbirni uzorak od 3 jetre brojlera iz iste eksperimentalne skupine

vara 1,6 x 107 cfu/ml agara, gdje je od
toga dodano 0,2 ml u 50 ml prethod-
no pripremljenog i ohladenog agara
za detekciju antibiotika No. 2. Nakon
toga, 10 ml pripremljenog ispituju-
¢eg medija stavljeno je u Petrijeve

ploce promjera 90 mm. Srednja vri-
jednost zone inhibicije rasta za kon-
centraciju od 100 ppb je iznosila 13
mm, a za koncentraciju od 200 ppb
22 mm. U testne ploce s prethodno
napravljenim udubljenjima aplicira-

no je 100 pl ispituju¢eg uzorka, od-
nosno ekstrahiranog mesnog fluida.
Plo¢e su inkubirane na 37 °C 18-24
sata. U svakoj testnoj ploci je naprav-
liena pozitivna kontrola sa standar-
dima enrofloksacina (Sigma Aldrich,
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Njemacka), u koncentraciji od 100
ppb za misi¢no tkivo i 200 ppb za
jetru. Nakon inkubacije mjerene su
zone inhibicije rasta (u mm) kod po-
zitivne kontrole i ispitujucih uzoraka.

ELISA test za detekciju en-

rofloksacina

Za detekciju rezidua enrofloksaci-
na u pile¢em misicu i jetri ELISA me-
todom koristeni su komercijalni ELI-
SA kitovi (Max-Signal®-Enrofloxacin
ELISA Test Kit, Bioo Scientific, SAD),
prema uputi proizvodaca. Ocitanje je
vrseno pomocu ELISA ¢itaca (IDEXX,
SAD), na valnoj duljini od 450 nm.
Interpretacija rezultata je izvrSena
koristenjem identifikacijskog softve-
ra BIOO MaxSignal® ELISA Analysis
Program (Bioo Scientific, SAD).

Statisti¢cka obrada podataka rezul-
tata analiza uzoraka radena je pri-
mjenom programa SPSS 17 (eng. Sta-
tistical Package for Social Sciences).
Za utvrdivanje stepena asociranosti
podataka dobivenih jednom odno-
sno drugom metodom, primijenjen
je izracun phi koeficijenta korelacije
(ilir).

Rezultati i rasprava

Rezultati detekcije rezidua enro-
floksacina u misi¢nom tkivu analizira-
nih metodom mikrobioloskog testa
predstavljeni su u Tablici 2. Analizira-
ni uzorci misi¢nog tkiva iz profilaktic-
ke skupine (P), te skupina G1i G2 su
bili negativni tokom svih osam dana
klanja dok su zone inhibicije rasta
kod svih analizirani uzoraka iz skupi-
na G3 i G4 bile vece od 13 mm, te su
smatrani pozitivnim uzorcima. Zone
inhibicije rasta kod uzoraka iz skupi-
ne G3, gdje je zivotinjama aplicirana
terapijska doza enrofloksacina, kreta-
le su se u rasponu od 26 do 39 mm,
dok su za grupu G4, gdje je Zivotinja-
ma aplicirana doza dva puta veca u
odnosu na terapijsku, zone inhibicije
rasta bile jos izrazenije i kretale su se
u rasponu od 32 do 40 mm.

U Tablici 3. prikazana su ocitanja

Tablica 4. Rezultati detekcije rezidua enrofloksacina ELISA metodom (ppb* + SD) u
misi¢cnom tkivu eksperimentalnih Zivotinja po danima klanja. LOD ELISA metode
= 3,5 ppb; boldirane vrijednosti su iznad MRL za misi¢no tkivo peradi (>100 ppb).

Oz'naka Oznaka Dani klanja
eksperimentalne
uzorka 4 5
grupe
1
p* 2
<35 | <35 | <35 | <35 |<35|<35]|<35]|<35
3
1
24,26 | 20,15 | 8,22 6,5 3,39
G1* 2| 41,0 | 313 [+1,08] 20,95 | +037| <37 | 35| <33
3
1
1243 | 7,36
28,40 | 24,15 ! ! 4,69
Go* 2 +132 | +0,53 +0,41 | £3,47 +0,17 <35 | <35 | <35
3
1
2 258,27|259,47|309,13|290,72|249,79|282,28|328,76|390,43
G3* +23,93(+26,74(+40,85(+20,05(+11,93|+22,42| +21,5 | £7,25
3
1
2 486,95(592,30({493,99(551,85|663,62|457,91|578,33|709,75
G4* +75,51(+71,13|+£39,80(+27,34(+31,84(+77,72(+29,95|+50,46
3

* - srednja vrijednost iz tri uzorka misi¢nog tkiva

Tablica 5. Rezultati detekcije rezidua enrofloksacina ELISA metodom (ppb) u jetri
eksperimentalnih zZivotinja po danima klanja; LOD ELISA metode = 3,5 ppb; boldi-
rane vrijednosti su iznad MRL za jetru peradi (> 200 ppb).

Oznaka Oznaka DELTNNENIE]

uzorka

eksperimentalne
grupe 4 5

p* 2 <3,5 <3,5 <3,5 <3,5 <35 <35 <35 <35
3
1

G1* 2 72,53 52,43 4509 31,84 28,78 2576 17,68 13,79
3
1

Go* 2 240,40 10947 81,77 6450 29,18 21,09 19,52 15,88
3
1

G3* 2 700,78 888,41 881,18 845,87 648,67 567,98 683,83 773,09
3
1

G4* 2 988,07 1023,72 1060,65 1009,86 745,85 820,34 940,76 993,50
3

* vrijednost za zbirni uzorak od 3 jetre brojlera iz iste eksperimentalne skupine

zona inhibicije rasta u analiziranim
uzorcima jetre eksperimentalnih zi-
votinja. Ovi rezultati pokazuju sli¢can
trend kao i kod uzoraka misi¢nog

tkiva, gdje su svi analizirani uzorci iz
profilakticke skupine (P), te skupina
G1 i G2 bili negativni, odnosno kon-
centracije rezidua enrofloksacina su
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bile ispod MRL-a. Zone inhibicije ra-
sta za sve analizirane uzorke jetre iz
skupine G3 i G4 tijekom svih dana
klanja su bile iznad 22 mm i kretale
se u rasponu od 30 do 38 mm za sku-
pinu G338 do 45 mm za skupinu G4.

Rezultati detekcije rezidua enro-
floksacina ELISA metodom u misi¢-
nom tkivu (Tablica 4) pokazuju da
su svi uzorci iz profilakticke skupine
(P) tijekom svih dana klanja bili ne-
gativni, te da su koncentracije rezi-
dua enrofloksacina bile ispod nivoa
detekcije (< 3,5 ppb). Koncentracija
rezidua enrofloksacina u uzorcima
misi¢nog tkiva uzetih prvog dana
klanja iz eksperimentalne skupine G1
je bila ispod MRL-a i kretala se u ras-
ponu od 24,26+1,0 ppb, a u uzorcima
uzetim od prvog do osmog dana kla-
nja moze se uociti trend konstantnog
smanjenja koncentracija enrofloksa-
cina. U istoj eksperimentalnoj skupini
uocen je nagli pad koncentracija en-
rofloksacina u uzorcima jetre uzetim
tre¢eg dana klanja, dok su ove kon-
centracije u uzorcima uzetim od Se-
stog do osmog dana klanja bile ispod
limita detekcije (Grafikon 3). Nivoi
detekcije rezidua uzoraka iz skupine
G2 1. dana klanja su bili nesto visi u
odnosu na iste uzorke iz skupine G1,
ali suidalje bili nizi u odnosu na MRL i
kretali su se u rasponu od 28,40+1,32
ppb. | u ovoj eksperimentalnoj gru-
pi uocen je trend konstantnog pada
koncentracija rezidua enrofloksaci-
na tijekom narednih dana klanja, te
je, slicno kao i kod eksperimentalne
grupe G1, uocen nagli pad koncen-
tracija tre¢eg dana klanja. Od Sestog
do osmog dana klanja zabiljezene su
koncentracije enrofloksacina ispod li-
mita detekcije (Grafikon 1). Rezultati
detekcije enrofloksacina za eksperi-
mentalne skupine G3 i G4 pokazuju
da su analizirani uzorci iz obje grupe
vec¢ prvog dana klanja bili pozitivni,
odnosno da su koncentracije enro-
floksacina bile daleko iznad maksi-
malno dozvoljenog limita. Koncen-
tracije rezidua ispituju¢eg antibiotika
u uzorcima eksperimentalne skupine
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Grafikon 1. Dinamika srednjih vrijednosti koncentracije enrofloksacina (ppb) u
uzorcima misi¢nog tkiva brojlera (n = 3) za eksperimentalne skupine G1 i G2 po
danima klanja primjenom ELISA metode
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Grafikon 2. Dinamika srednjih vrijednosti koncentracije enrofloksacina (ppb) u
uzorcima misi¢nog tkiva brojlera (n = 3) za eksperimentalne skupine G3 i G4 po
danima klanja primjenom ELISA metode
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Grafikon 3. Dinamika koncentracija rezidua enrofloksacina (ppb) u zbirnim uzorcima

jetre 3 brojleraza eksperimentalne skupine G1, G2, G3 i G4 primjenom ELISA metode.
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Grafikon 4. Korelacija rezultata ispitivanja rezidua enrofloksacina u uzorcima mi-
Si¢nog tkiva (n = 120) dobivenih metodom mikrobioloskog testa i ELISA meto-
dom. Koeficijent korelacije (j) = 1,00; p << 0,001.
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Grafikon 5. Korelacija rezultata ispitivanja rezidua enrofloksacina u uzorcima je-
tre (n = 40) dobivenih metodom mikrobioloskog testa i ELISA metodom. Koefici-

jent korelacije (j) = 0,95; p << 0,001.

G3 prvog dana klanja su se kretale od
258,27+23,93 ppb. Tijekom narednih
sedam dana klanja nivo rezidua enro-
flokacina u uzorcima iz eksperimen-
talne skupine G3 je bio konstantan
s nesto blazim oscilacijama zabilje-
zenih koncentracija (Grafikon 2). Od
drugog do tre¢eg dana klanja uocava
se blagi porast koncentracija, a zatim

blagi pad do petog dana klanja, te
ponovni porast do posljednjeg dana
klanja, gdje su zabiljeZzene i najvece
koncentracije: 390,43+7,25 ppb.

Ostaci enrofloksacina su takoder
detektirani u uzorcima iz eksperi-
mentalne skupine G4 u svim danima
klanja u znatno viSim koncentracija-

ma u odnosu na ostale eksperimen-
talne skupine (Grafikon 2). Ve¢ prvog
dana klanja zabiljezene su koncen-
tracije od 486,95+75,51 ppb, a po-
Cevsi od tre¢eg do petog dana uo-
Cava se blagi trend porasta koncen-
tracija. Najniza zabiljezena vrijednost
ocitanih koncentracija enrofloksaci-
na izmjerena je Sestog danai iznosila
je 457,91+77,72 ppb, a nakon toga
uslijedio je porast do osmog dana
gdje je ujedno zabiljezena i najveca
koncentracija rezidua enrofloksacina
odnosu na sve eksperimentalne sku-
pineisve dane klanja (709,75+50,46).
Rezultati detekcije rezidua enroflok-
sacina ELISA metodom u uzorcima
jetre prikazani su u Tablici 5. i Grafi-
konu 3. Uzorci jetre iz profilakticke
skupine (P) tijekom svih dana klanja
su bili negativni tj. nivoi detektiranih
rezidua su bili ispod limita detekcije
i MRL-a. Skupni uzorak jetre od tri
brojlera iz iste eksperimentalne sku-
pine (G1) prvog dana klanja je bio
negativan odnosno koncentracije
rezidua enrofloksacina su bile ispod
MRL (200 ppb) i iznosile su 72.529
ppb. Tijekom narednih dana klanja
uocava se blagi pad koncentracija
detektiranih rezidua, a posljednji dan
klanja (8. dan) koncentracija rezidua
iznosila je 13.79 ppb. Analizom rezul-
tata uzoraka jetre iz prve skupine G2
uocavamo da je samo uzorak iz ove
skupine prvog dana klanja bio pozi-
tivan s o¢itanom vrijednos¢u 240.40
ppb, a od drugog do osmog dana
klanja uocava se konstatni pad kon-
centracija s vrijednostima ispod MRL.
Koncentracije rezidua enrofloksacina
u uzorcima jetre iz eksperimentalne
skupine G3 su bile izrazito visoke i
vec¢ od prvog dana klanja je iznosila
700.78 ppb, a najveca koncentracija
je zabiljezena drugog dana klanja i
iznosila je 888.41 ppb. Tijekom na-
rednih dana klanja uocavaju se blage
oscilacije u nadenim koncentracija-
ma u vidu smanjenja koncentracija
od treceg i Sestog dana klanja, te bla-
gog povecanja do posljednjeg dana
klanja, gdje je koncentracija rezidua
enrofloksacina osmi dan iznosila
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773.09 ppb. Koncentracije rezidua
eksperimentalne skupine G4 su vece
u odnosu na grupu G3 s inicijalnom
koncentracijom 988.07 ppb u prvom
danu klanja, a zatim slijedi blagi po-
rast koncentracija drugog, treceg i
Cetvrtog dana klanja, kad su utvr-
dene i najvece koncentracije u ovoj
skupine 1023.72, 1060.65 i 1009.86
ppb, te je uslijedio pad koncentracije
petog dana, a koja je ujedno i najni-
za koncentracija ove skupine (745.85
ppb). Nakon toga uslijedio je porast
Sestog, sedmog i osmog dana klanja,
gdje su ocitane koncentracije od
820.34, 940.76 1 993.50 ppb.

Anadon i sur. (1995.) su takoder
proveli slican eksperiment tretirajuci
pilice s 10/mg/kg/dan tijekom Cetiri
dana. Dan nakon posljednje aplika-
cije lijeka utvrdili su 540 ng/g enro-
floksacina i 650 ng/g ciprofloksacina
u misi¢énom tkivu, te 990 ng/g enro-
floksacina i 960 ng/g ciprofloksacina
u jetri.

Sli¢na istraZivanja su provedena od
strane Petrovica i sur. (2006.) s ciljem
utvrdivanja ciljnog tkiva ostataka
enrofloksacina i njegovog osnov-
nog metabolita ciprofloksacina, te
su peroralno tretirali pilice enroflok-
sacinom dozom od 10/mg/kg/dan
tijekom pet dana. Uzorci misi¢nog
tkiva i jetre tretiranih Zivotinja tokom
pet dana terapijskog perioda su bili
pozitivni, odnosno dostigli su vrijed-
nosti iznad MRL-a, a koncentracije
rezidua enrofloksacina u jetri su bile
i do 3,8 puta vece u odnosu na uzor-
ke misi¢nog tkiva. Cetvrtog dana od
posljednjeg terapiranja nisu utvrde-
ne koncentracije lijeka u ispituju¢im
uzorcima, $to je u skladu s nasim re-
zultatima.

Usporedbom ukupnih rezultata
primijenjenih ,screening” metoda
detekcije ostataka enrofloksacina u
uzorcima misi¢nog tkiva i jetre iz pro-
filakticke skupine (P) uocljivo je da su
svi uzorci bili negativni, odnosno da
su nadene koncentracije bile ispod

MRL-a. U izvjestaju European Medi-
cines Agency (Anonymous, 1998.) se
mogu pronacdi sli¢ni podaci o rezulta-
tima analiza iz slicnog eksperimenta,
gdje se navodi da su koncentracije
ostataka enrofloksacina 15. dan od
posljednje aplikacije bile ekstremno
niske, sto opravdava nase nalaze da
35 dana od posljednje aplikacije tera-
pijske doze enrofloksacina, njegova
koncentracija je bila ispod MRL.

Phi koeficijentom korelacije usta-
novljeno je da postoji statisticki viso-
ko signifikantna pozitivha korelacija
(p << 0,001) izmedu podataka mi-
krobioloske i ELISA metode (uz nivo
signifikantnosti manji od 5%) u smje-
ru: ako ELISA>100 ppb, onda mikro-
bioloski test >13mm i obratno, ne-
ovisno o vremenu uzimanja uzorka
(redni dan klanja), odnosno koli¢ini
apliciranog enrofloksacina (Grafikon
4). Drugim rije¢ima, u eksperimental-
nim uvjetima, mikrobioloska i ELISA
metoda daju jednako pouzdane re-
zultate detekcije dozvoljenih koli¢ina
ostataka enrofloksacina, iako je rije¢ o
razli¢itim mjerama (mm ili ppb) istog
fenomena. Od 72 uzorka misi¢nog
tkiva prikupljenih tijekom osam dana
klanja, u razlic¢itim eksperimentalnim
skupinama brojlera, a koji su na ELI-
SA testu pokazali negativan rezultat
(koli¢ina rezidua manja od 100 ppb
koliko iznosi MRL za misi¢nog tkivo),
svih 72 uzorka rezultiralo je takoder
negativnim mikrobioloskim testom
(MRL > 13 mm). S druge strane, osta-
lih 48 uzoraka pozitivnih ELISA me-
todom (MRL > 100 ppb), takoder su
bili pozitivni mikrobioloskim testom
(MRL > 13 mm). Niti jedan slucaj nije
zabiljezen kao slucaj koji odstupa od
gore navedenih nalaza, zbog cega
ove dvije dijagnosticke metode po-
kazuju 100% pozitivhu korelaciju (j
=1,00).

Osim misi¢nog tkiva, ove dvije me-
tode za detekciju ostataka enroflok-
sacina primijenjene su i na jetri. Do-
zvoljeni MRL za jetru iznosi 200 ppb,
tako da je ova vrijednost koristena

kao kriterij dihotomije podataka (po-
zitivno-negativno) dobivenih ELISA
metodom, dok je kod mikrobioloske
metode taj granicni kriterij iznosio 22
mm dijametra zone inhibicije rasta
testnog mikroorganizma.

Phi koeficijentom korelacije usta-
novljeno je da postoji statisticki zna-
¢ajna pozitivna korelacija izmedu po-
dataka dobivenih mikrobioloskom
metodom i ELISA metodom (uz nivo
signifikantnosti manji od 5%) u smje-
ru: ako ELISA >200 ppb, onda mikro-
bioloski test >22 mm i obratno, ne-
ovisno o vremenu uzimanja uzorka
(redni dan klanja), odnosno kolicini
apliciranog enrofloksacina (Grafikon
5). Od 23 uzorka jetre prikupljenih
tijekom osam dana klanja u razli¢itim
eksperimentalnim skupinama brojle-
ra, a koja su na ELISA testu rezultirala
koli¢cinom rezidua manjom od 200
ppb (negativni uzorci), takoder je
rezultiralo i negativnim mikrobiolos-
kim testom (dijametar zone inhibicije
< 22 mm). S druge strane, od osta-
lih 17 slucajeva koji su ELISA testom
rezultirali pozitivnim nalazom (> 200
ppb), zabiljezen je samo jedna slucaj
mikrobioloskog testiranja koji je re-
zultirao dijametrom zone inhibicije
vec¢im od 22 mm. Naravno, taj jedan
slucaj nije dovoljno veliko odstupa-
nje od ostatka podataka da bi se na-
rusila signifikantnost korelacije ( (j) =
0,95; p << 0,001) izmedu mikrobio-
lodkog testa i ELISA testa i kada je ri-
jec o jetri, a ne samo misi¢nom tkivu.

Zakljucci

Metoda mikrobioloskog testa inhi-
bicije rasta (difuzijska metoda) uz pri-
mjenu referentnog soja E. coli ATCC
10 536 kao test-mikroorganizma,
moze se smatrati dovoljno pouzda-
nom metodom za detekciju ostataka
enrofloksacina u konzumnom mesu
brojlera u odnosu na vrijednosti MRL;

U eksperimentalnim uvjetima,
mikrobioloska i ELISA metoda daju
jednako pouzdane rezultate detek-
cije rezidua enrofloksacina u konzu-
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Detektion der Riickstinden von Enrofloxacin im Hiihnerkonsumfleisch mittels
mikrobiologischem Hemmstofftest und ELISA Methode nach der experimentalen
prophylaktischen und therapeutischen Applikation

Zusammenfassung

In der Arbeit sind Resultaten der Detektion der Riickstédnden von Enrofloxazin in Muskel- und Lebergewebe von Broilers nach der expe-
ri mentalen Applikation der prophylaktischen und therapeutischen Dosen des zu priifenden Medikamentes dargestellt. Zur Detektion
der Riickstdnden von Enrofloxazin in Muskel- und Lebergewebe wurden zwei Methoden verwendet: mikrobiologische Hemmstoff-
test und ELISA Methode. Das Ziel dieser Untersuchung war, die Zuverldssigkeit der Methode des mikrobiologische Hemmstofftest
der Wuchsinhibition (Diffusionsmethode) unter Anwedung der Referentart E. coli ATCC 10 536 als Testorganismus fiir Detektion der
Riickstdnden von Enrofloxacin im Konsumfleisch von Broilers festzustellen, sowie die verwendeten Methoden zu vergleichen. Durch
den Phi Korrelationskoeffizient wurde festgestellt, dass eine statistisch hohe signifikante positive Korrelation (p<<0,001) zwischen
den An gaben des mikrobiologische Hemmstofftest und der ELISA Methode sowohl in den Mustern des Muskelgewebes als auch
in den Mustern des Leber gewebes besteht, und dass in experimentalen Bedingungen der mikrobiologische Hemmstofftest und die
ELISA Methode gleichwertig zuverldssige Resultate fiir die Detektion der erlaubten Mengen des Riickstdnden von Enrofloxacin geben,
obwohl es um verschiedene Mal3e (mm und ppb) desselben Phdnomens geht.

Schliisselwaorter: Enrofloxacin, mikrobiologische Hemmstofftest, ELISA

Ricerca dei residui di enroflossacina in carni pollami di consumo usando il metodo
microbiologico (il testo di inibizione della crescita), e il metodo ELISA dopo
I'applicazione sperimentale profilattica e terapeutica

Sommario

polli da carne (i ‘brojler’) dopo I'applicazione sperimentale di dosi profilattiche e terapeutiche del farmaco da testo. Per la ricerca dei
residui di enroflossacina nel tessuto muscolare e nel tessuto del fegato sono stati usati i due seguenti metodi: il metodo microbiolo-
gico (la prova di inibizione della crescita) e la prova ELISA. Lobiettivo della ricerca é di esaminare I'affidabilita del metodo della prova
microbica di inibizione della crescita (il metodo di diffusione) utilizzando la razza E. coli ATCC 10 536 come il microorganismo di
verifica per la ricerca di residui di enroflossacina nella carne di pollo di consumo, e di confrontare i due metodi applicati. Dal Phi coef-
ficiente di correlazione é emersa una correlazione statisticamente altamente significante e positiva (p << 0,001) tra i dati del metodo
microbiologico e il metodo ELISA, sia nei campioni di tessuto muscolare che nel tessuto del fegato, e che in condizioni sperimentali,
sia ilmetodo microbiologicho che il metodo ELISA forniscono i risultati della ricerca dei residui consentiti di enrofloxacina ugualmente

affidabili, anche se si tratta di diverse misure (mm o ppb) di uno stesso fenomeno.
Parole chiave: enroflossacina, prova di inibizione della crescita, ELISA

mnom mesu brojlera u odnosu na
vrijednosti MRL.

Primjenom metoda mikrobiolos-
kog testa inhibicije rasta uz primjenu
referentnog soja E. coli ATCC 10 536
i ELISA testa mogu se uspjesno utvr-
diti ostaci enrofloksacina u misi¢cnom
tkivu i jetri brojlera ve¢ nakon 24 sata
od pocetka terapijske aplikacije.
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