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SAZETAK

Mlijeko je bogat izvor esencijalnih nutrijenata poput kalcija, proteina i vitamina, klju¢nih za
rast 1 razvoj organizma. Antibiotici u mlijeku predstavljaju ozbiljan problem jer mogu dovesti
do razvoja otpornosti bakterija na lijekove 1 predstavljati rizik za ljudsko zdravlje. Ostaci
antibiotika u mlijeku mogu nastati uslijed nepravilne uporabe lijekova kod mlije¢nih krava ili
nepostivanja propisanih karenci prije muznje. Regulacija razina antibiotika u mlijeku u
Republici Hrvatskoj uredena je kroz nekoliko zakona i pravilnika, ukljucujuéi Zakon o hrani,
Zakon o veterinarstvu, Pravilnik o maksimalnim razinama ostataka pesticida, i Zakon o
veterinarsko-medicinskim proizvodima. Ministarstvo poljoprivrede, HAPIH i1 Veterinarska
inspekcija kljucna su tijela koja nadziru provedbu ovih zakona. Cilj ovog istrazivanja bio je
ispitati prisutnost antibiotika u uzorcima komercijalno dostupnih i domacih sirovih mlijeka
koriste¢i test TwinSensor. KoriSteni uredaj, TwinSensor Plus, koristi se za brzo i precizno
otkrivanje prisutnosti antibiotika u uzorcima mlijeka, ¢ime se osigurava kvaliteta i zdravstvena
ispravnost mlije¢nih proizvoda. Rezultati naseg ispitivanja pokazali su odsutnost antibiotika u
ispitivanim uzorcima mlijeka, ¢ime smo potvrdili njegovu zdravstvenu ispravnost i uskladenost
s propisanim standardima kvalitete. Zaklju¢no, redovito ispitivanje mlijeka na prisutnost

antibiotika klju¢no je za oCuvanje sigurnosti prehrambenog lanca i povjerenja potrosaca.

Kljuéne rije€i: mlijeko, antibiotici, TwinSensor Plus, sigurnost



SUMMARY

Milk is a rich source of essential nutrients such as calcium, protein, and vitamins, which are
crucial for the growth and development of the organism. Antibiotics in milk are a significant
concern because they can contribute to the development of antibiotic-resistant bacteria and pose
health risks to consumers. Residues of antibiotics in milk can occur due to improper use of
medications in dairy cows or failure to observe the required withdrawal periods before
milking. The regulation of antibiotic levels in milk in the Republic of Croatia is governed by
several laws and regulations, including the Food Act, the Veterinary Act, the Regulation on
Maximum Residue Levels of Pesticides, and the Act on Veterinary-Medical Products. The
Ministry of Agriculture, HAPIH, and the Veterinary Inspection are key bodies responsible for
overseeing the implementation of these laws. We have addressed various aspects of antibiotic
use in the dairy industry, including specific types of antibiotics such as tetracyclines,
cephalosporins, and beta-lactam antibiotics, their mechanisms of action, and their use in treating
cattle. The goal of testing milk samples for the presence of antibiotics is to ensure the milk’s
safety and protect consumers from potential harmful residues. The TwinSensor Plus device is
used for the rapid and accurate detection of antibiotics in milk samples, ensuring the quality
and safety of dairy products. Negative results for antibiotic presence in milk confirm its safety
and compliance with established quality standards. In conclusion, regular testing of milk for

antibiotics is crucial for maintaining the safety of the food chain and consumer trust.

Keywords: milk, antibiotics, TwinSensor Plus, safety
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1. UVOD

1.1. Uloga kravljeg mlijeka u prehrani
Kravlje mlijeko je jedan od najvaznijih prehrambenih proizvoda u ljudskoj ishrani,
pruzajuci esencijalne nutrijente poput kalcija, proteina, i vitamina. Medutim, zbog sve ¢esce
upotrebe antibiotika u veterinarskoj medicini, posebno u lijeCenju mlijecnih krava, sve se vise
paznje posvecuje problemu ostataka antibiotika u mlijeku. Prisustvo ovih ostataka moze imati
znacajne posljedice na javno zdravlje, ukljucujuci rizik od alergijskih reakcija, promjena u

crijevnoj mikroflori, te razvoj antimikrobne rezistencije (1,2).
1.2. Kategorije mlijeka na trziStu

Mlijeko koje se prodaje na trziStu moze se podijeliti u dvije glavne kategorije: trzi$no
svjeze mlijeko i trajno mlijeko. Razlika izmedu trziSnog svjezeg i trajnog mlijeka lezi u nacinu
obrade, roku trajanja, uvjetima skladiStenja i nekim razlikama u nutritivnoj vrijednosti i okusu.
Svjeze mlijeko je manje obradeno, ima kraci rok trajanja 1 zahtijeva hladenje, dok trajno mlijeko
prolazi kroz intenzivniji proces obrade (engl. Ultra High Temperature; UHT), ima dulji rok
trajanja 1 moze se cuvati na sobnoj temperaturi prije otvaranja. Ove razlike omogucuju
potroSac¢ima da odaberu vrstu mlijeka koja najbolje odgovara njihovim potrebama i nacinu
zivota (3.,4).

Trzisno svjeze mlijeko, Cesto jednostavno nazvano "svjeze mlijeko", je mlijeko koje je
minimalno obradeno i ima kratak rok trajanja. Obi¢no se pasterizira 1 homogenizira prije
pakiranja 1 distribucije. Svjeze mlijeko prolazi kroz proces pasterizacije, koji ukljucuje
zagrijavanje mlijeka na temperaturu od oko 72 °C do 75 °C tijekom 15 do 20 sekundi, a zatim
se brzo hladi na temperaturu ispod 4 °C. Pasterizacija uniStava patogene bakterije i povecava
sigurnost mlijeka, ali ne uklanja sve mikrobe, S§to rezultira kra¢im rokom trajanja.
Homogenizacija se koristi za ravnomjerno rasporedivanje masno¢a unutar mlijeka, Sto
sprjecava taloZenje vrhnja na povrsini. Ovaj proces takoder poboljSava teksturu i okus mlijeka.
Svjeze mlijeko ima relativno kratak rok trajanja, obi¢no od 5 do 10 dana od datuma proizvodnje,
pod uvjetom da se drzi u hladnjaku na temperaturi od 4 °C. Mlijeko mora biti skladiSteno 1
transportirano u hladnom lancu kako bi se odrzala njegova kvaliteta i sprijecio razvoj bakterija.
Svjeze mlijeko zadrzava vec¢inu svojih prirodnih hranjivih tvari, ukljucujuéi kalcij, proteine,
vitamine (poput B12) i minerale. Okus svjeZeg mlijeka Cesto se smatra bogatijim i prirodnijim

u usporedbi s trajnim mlijekom. Cesto se koristi u svakodnevnoj ishrani za piée, kao dodatak



kavi, u pripremi Zzitarica, kuhanju i pecCenju. Njegova svjezina i bogat okus ¢ine ga popularnim
izborom za mnoge potrosace.

Trajno mlijeko, takoder poznato kao UHT mlijeko, prolazi kroz intenzivniji proces
obrade koji mu daje duzi rok trajanja, Cak i kada se ne drzi u hladnjaku prije otvaranja. Trajno
mlijeko se sterilizira primjenom UHT metode, koja ukljucuje zagrijavanje mlijeka na vrlo
visoku temperaturu (oko 135 °C do 150 °C) tijekom nekoliko sekundi, nakon ¢ega se mlijeko
brzo hladi i pakira u sterilne posude. Ovaj proces ubija sve bakterije 1 spore, Sto rezultira
sterilnim proizvodom. Trajno mlijeko se pakira u posebne sterilne posude, ¢esto u kartonske
kutije s aluminijskom folijom, koje osiguravaju da mlijeko ostane sterilno i zasti¢eno od
vanjskih ¢imbenika. Trajno mlijeko ima znatno dulji rok trajanja u usporedbi sa svjezim
mlijekom, obi¢no od 6 mjeseci do godinu dana, pod uvjetom da ostane neotvoreno i skladiSteno
na sobnoj temperaturi. Nakon otvaranja, trajno mlijeko treba drzati u hladnjaku 1 konzumirati
unutar nekoliko dana, sli¢no kao svjeze mlijeko. Zbog UHT obrade, trajno mlijeko moze
izgubiti dio svojih osjetljivih vitamina (poput vitamina B12) i promijeniti svoj okus, koji neki
potrosaci opisuju kao "kuhan" ili manje svjez u usporedbi sa svjezim mlijekom. Medutim, trajno
mlijeko zadrzava veéinu svojih osnovnih hranjivih tvari, ukljucujuéi proteine, kalcij 1 masti.
Trajno mlijeko je idealno za kucanstva koja ne konzumiraju velike koli¢ine mlijeka
svakodnevno ili za situacije gdje je skladistenje u hladnjaku ograni¢eno. Cesto se koristi u
kuhanju, pecenju 1 kao pice, posebno u situacijama kada nije moguce osigurati stalan hladni

lanac.

1.3. Faze procesa stavljanja kravljeg mlijeka na trZiSte

Proces stavljanja kravljeg mlijeka za ljudsku potro$nju na trZiSte sloZen je i obuhvaca
nekoliko faza koje ukljucuju prikupljanje, obradu, testiranje, pakiranje i distribuciju mlijeka.
Svaka faza mora biti pazljivo kontrolirana kako bi se osigurala sigurnost i kvaliteta mlijeka koje
dolazi do potrosaca. Mlijeko dolazi od krava koje se uzgajaju na mlije¢nim farmama. Kvaliteta
mlijeka u velikoj mjeri ovisi o zdravlju krava, njihovoj prehrani i uvjetima u kojima se drZze.
Krave se hrane hranom bogatom nutrijentima kako bi se osigurala visoka kvaliteta mlijeka.
Posebna paznja posvecuje se uravnotezenju hranjivih tvari kako bi se optimizirala proizvodnja
mlijeka. Krave se redovito pregledavaju i primaju potrebnu veterinarsku njegu. Ukoliko se
krave lijeCe antibioticima, mlijeko tih krava ne koristi se za ljudsku potros$nju dok ne prode

propisani karencijski period. One se redovito muzu, obi¢no dva puta dnevno, koriste¢i moderne



sustave za muznju. MuZnja se obavlja pod strogim higijenskim uvjetima kako bi se sprijecila
kontaminacija mlijeka. Automatski sustavi za muznju smanjuju rizik od onecis¢enja i
omogucuju brzo i ucinkovito prikupljanje mlijeka. Mlijeko se odmah nakon muznje hladi na
temperaturu izmedu 2 °C 1 4 °C kako bi se sprijecio rast bakterija. Ohladeno mlijeko se
pohranjuje u velike spremnike do transporta. Potom se ohladeno mlijeko transportira u mljekare
u specijaliziranim cisternama koje odrzavaju nisku temperaturu mlijeka tijekom transporta, jer
on mora biti brz i siguran kako bi se ocuvala kvaliteta mlijeka. Nakon dolaska u mljekaru,
mlijeko se skladisti u velikim spremnicima gdje se 1 dalje odrzava na niskoj temperaturi. Prije

obrade, mlijeko se testira na razli¢ite parametre kako bi se osigurala njegova kvaliteta.
1.3.1. Toplinska obrada mlijeka

Pasterizacija mlijeka je vazan proces koji se koristi za uniStavanje patogenih
mikroorganizama i produZenje roka trajanja mlijeka. Postoji nekoliko tipova pasterizacije, a
svaka metoda ima svoje specifi¢nosti 1 primjene. Niska, dugotrajna pasterizacija (engl. Low
Temperature Long Time; LTLT), provodi se na temperaturi od 63 °C (145 °F) tijekom 30
minuta. Ova metoda ukljuuje zagrijavanje mlijeka na nizu temperaturu tijekom duzeg
vremena, Sto omogucava uniStavanje ve¢ine patogenih mikroorganizama uz o€uvanje hranljivih
tvari i okusa mlijeka. Cesto se koristi za mlijeko koje se prodaje lokalno ili u manjim
koli¢inama.

Srednja, kratkotrajna pasterizacija (engl. High Temperature Short Time; HTST) je druga
uobicajena metoda pasterizacije. Ova metoda podrazumijeva brzo zagrijavanje mlijeka na
temperaturu od 72 °C (161 °F) tijekom 15 sekundi. HTST pasterizacija omogucava brzu
destrukciju bakterija uz minimalno oSte¢enje hranjivih tvari, a mlijeko pasterizirano ovom
metodom moze se skladiStiti do nekoliko tjedana. Ova metoda je najceS¢e koriStena u
industrijskoj proizvodnji mlijeka i mlijecnih proizvoda.

Pasterizacija na ultra visokoj temperaturi (engl. ultra high temperature; UHT) ukljucuje
zagrijavanje mlijekana 135 °C 1150 °C (275-302 °F), tijekom samo 2 do 5 sekundi. Ova metoda
uniStava sve mikroorganizme i produzava rok trajanja mlijeka bez potrebe za hladenjem.
Mlijeko pasterizirano na UHT nacin moze se skladistiti nekoliko mjeseci bez hladenja, Sto je

popularno za pakiranje mlijeka u tetrapak ambalaZi.

Pasterizacija na niskoj temperaturi, koja se obi¢no provodi na temperaturi od oko 60 °C
(140 °F) tijekom 30 minuta. Ova metoda je slicna LTLT pasterizaciji, ali se koristi za manju

proizvodnju 1 €esto se primjenjuje u malim farmama ili lokalnim proizvodnim pogonima.



Pasterizacija na protoku podrazumijeva koristenje cijevi kroz koje mlijeko prolazi dok
se zagrijava. Ova metoda, koja se obi¢no provodi na temperaturama od 70 do 85 °C (158-185

°F), brzo i efikasno pasterizira mlijeko te se koristi u velikim industrijskim postrojenjima.

Sve ove metode toplinske obrade mlijeka prilagodene su potrebama trzista i potrosaca.
Svi tipovi imaju zajednicki cilj - osigurati sigurnost mlijeka, produziti njegov rok trajanja i
ocuvati nutritivne vrijednosti. Odabir metode pasterizacije ovisi o razliitim faktorima,

ukljucujuéi vrstu mlijeka, zeljeni rok trajanja i dostupnu tehnologiju u proizvodnji (5).
1.3.2. Pakiranje

Nakon obrade, mlijeko se pakira u sterilne posude poput kartona, boca ili plasti¢nih
vrecica. Pakiranje se obavlja u sterilnim uvjetima kako bi se sprijecila ponovna kontaminacija
mlijeka. Pakirano mlijeko se skladisti na hladnim mjestima dok ne bude spremno za
distribuciju. Odrzavanje hladnog lanca je klju¢no tijekom cijelog procesa distribucije,
ukljucujuéi transport do trgovina. Mlijeko se dostavlja u trgovine ili izravno potrosa¢ima putem
hladnih kamiona. Trgovine su odgovorne za odrzavanje mlijeka na odgovarajucoj temperaturi

sve do trenutka prodaje.
1.3.3. Testiranje kvalitete mlijeka

Mlijeko se testira na osnovne parametre kao S§to su sadrzaj masti, proteina, pH
vrijednost, prisutnost antibiotika i drugih kemijskih tvari. Takoder se provode mikrobioloSke
analize kako bi se utvrdilo prisustvo Stetnih bakterija poput Escherichia coli, Salmonella i
Listeria. Testiranje na ostatke antibiotika provodi se kako b1 se osiguralo da mlijeko ne sadrzi
nedopustene razine veterinarskih lijekova. Testovi poput TwinSensor Plus i sli¢nih tehnologija
koriste se za brzu detekciju ostataka antibiotika. U slu€aju sumnje ili ako osnovna testiranja
pokazu odstupanja, mlijeko moze biti podvrgnuto dodatnim analizama u laboratorijima,
ukljucujuéi visokoefikasnu tekucinsku kromatografiju (engl. high performance liquid

chromatography, HPLC) 1 masenu spektrometriju, kako bi se dobili precizni rezultati.
1.4. Upotreba antibiotika u stocarstvu

Upotreba antibiotika u sto€arstvu ima klju¢nu ulogu u odrzavanju zdravlja zivotinja i
osiguravanju produktivnosti. Antibiotici se koriste za lijeCenje razlicitih bakterijskih infekcija,
kao $to su mastitis, metritis 1 respiratorne infekcije, koje mogu negativno utjecati na zdravlje

krava i kvalitetu mlijeka. Iako su antibiotici neophodni za kontrolu bolesti i oCuvanje dobrobiti



zivotinja, njihova nepravilna ili prekomjerna upotreba moze dovesti do zaostajanja tragova tih
lijekova u mlijeku. Karencijski periodi, koji definiraju vremenski interval izmedu zadnje
primjene antibiotika i trenutka kada je mlijeko ponovno sigurno za konzumaciju, od klju¢ne su
vaznosti za smanjenje rizika od zaostajanja ostataka antibiotika. Medutim, neadekvatno
pridrzavanje ovih perioda, zajedno s nedostatkom rigoroznog nadzora i testiranja, moze
rezultirati prisutnos¢u antibiotika u mlije¢nim proizvodima.

Osim zdravstvenih rizika za potrosace, prisutnost ostataka antibiotika u mlijeku moze
imati 1 ekonomske posljedice. Mlijecni proizvodi kontaminirani antibioticima mogu biti
povuceni s trziSta, Sto uzrokuje financijske gubitke za proizvodace. Takoder, medunarodna
trgovina mlijenim proizvodima moze biti ugrozena zbog razlicitih regulatornih standarda i
zahtjeva za sigurnost hrane. Znanstvena istrazivanja i regulative usmjerene su na uspostavljanje
sigurnosnih standarda za ostatke antibiotika u mlijeku, kao 1 na razvoj naprednih metoda za
detekciju tih ostataka. Redovito testiranje mlijeka i mlije¢nih proizvoda na prisutnost
antibiotika kljucno je za osiguranje sigurnosti potrosaca. Razli¢ite metode analize, kao §to su
tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) i masena spektrometrija (MS), koriste

se za precizno i pouzdano otkrivanje ostataka antibiotika u mlijeku (6).

1.4.1. Tetraciklini

Tetraciklini su skupina Siroko spektralnih antibiotika otkrivenih sredinom 20. stoljeca, s
prvim tetraciklinom, klortetraciklinom, identificiranim 1948. godine iz kulture bakterije
Streptomyces aureofaciens. Od tada, razvijeni su brojni derivati kao Sto su doksiciklin,
oksitetraciklin 1 minociklin, koji su nasli primjenu u medicini i veterinarskoj praksi. Djelujuci
na nacin da inhibiraju sintezu proteina u bakterijskim stanicama vezu¢i se za 30S ribosomsku
podjedinicu, tetraciklini blokiraju vezanje aminoacil-tRNA na ribosomski kompleks, $to
zaustavlja elongaciju peptidnog lanca tijekom translacije 1 time inhibira rast bakterija.

Kao antibiotici Sirokog spektra, tetraciklini su efikasni protiv velikog raspona bakterija,
ukljucujuéi gram-pozitivne i gram-negativne, kao i neke intracelularne patogene poput
Rickettsia, Chlamydia, Mycoplasma i Anaplasma. Njihova Siroka primjena ih ¢ini korisnima u
lijeCenju raznih infekcija, no postoji zabrinutost zbog razvoja otpornosti bakterija na ove
antibiotike.

U veterinarskoj medicini, tetraciklini su Siroko koriSteni u lijecenju bakterijskih infekcija
kod goveda, posebno oksitetraciklin i doksiciklin. Primjenjuju se za lije€enje respiratornih

infekcija kao $to su goveda respiratorna bolest (engl. bovine respiratory disease; BRD), koje



uzrokuju patogeni poput Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida 1 Mycoplasma bovis.
Oksitetraciklin je posebno u¢inkovit u smanjenju simptoma i sprjeCavanju Sirenja bolesti unutar
stada. Takoder se koristi u lijeCenju mastitisa, upale mlijecne zlijezde uzrokovane bakterijama
poput Staphylococcus aureus 1 Escherichia coli, gdje se moze primijeniti intramamarno ili
sistemski. U lijeCenju metritisa, infekcije maternice koja se javlja nakon teljenja, 1 u
kontroliranju anaplazmoze, bolesti uzrokovane protozoama koje prenose krpelji, tetraciklini su
takoder pokazali efikasnost.

Metode primjene tetraciklina kod goveda variraju ovisno o vrsti infekcije 1 stanju Zivotinje,
ukljucujuéi intramuskularne i potkozne injekcije, oralnu primjenu kroz vodu za pice ili hranu,
te intramamarnu primjenu za ciljano lijeCenje mastitisa. Svaka od ovih metoda omogucéava
efikasnu distribuciju lijeka kako bi se postigla optimalna terapijska koncentracija u tijelu
Zivotinje.

Uvodenje 1 pravilna primjena tetraciklina klju¢ni su za odrZavanje zdravlja stada 1
osiguranje produktivnosti u mlije¢noj industriji, ali zahtijevaju pazljivo doziranje i nadzor kako
bi se sprijecio razvoj rezistencije i osigurala sigurnost mlije¢nih i mesnih proizvoda. Strogo
pridrzavanje propisanih karencijskih perioda i redovito pracenje stanja Zivotinja od esencijalne

su vaznosti za osiguranje u¢inkovitog i sigurnog lijecenja.
1.4.2. Beta-laktamski antibiotici

Beta-laktamski antibiotici, koji ukljuuju peniciline, cefalosporine, karbapeneme i
monobaktame, ¢ine veliku 1 vaznu grupu antibiotika koriStenu Siroko u lijecenju bakterijskih
infekcija kod ljudi i Zivotinja. Ovi antibiotici su poznati po svojoj beta-laktamskoj prstenastoj
strukturi, klju¢noj za njihovo antibakterijsko djelovanje. Penicilini, prva otkrivena skupina u
ovoj kategoriji, primarno su ucinkoviti protiv gram-pozitivnih bakterija, dok karbapenemi
pruzaju Sirok spektar djelovanja protiv otpornih sojeva. Beta-laktamski antibiotici djeluju
inhibiranjem sinteze bakterijskog stani¢nog zida, ¢ime bakterije postaju osjetljive na osmotski
tlak 1 na kraju pucaju i umiru.

Ovi antibiotici koriste se za lijeCenje raznih stanja kod goveda, ukljuuju¢i mastitis 1
digitalni dermatitis, te su kljucni za oCuvanje zdravlja i produktivnosti stada. Primjena beta-
laktamskih antibiotika zahtijeva pazljivo doziranje i nadzor kako bi se sprijecio razvoj
rezistencije 1 osigurala sigurnost hrane, a ukljucuje razli¢ite metode primjene poput injekcija i
oralne primjene putem hrane ili vode za pice. Strogo pridrZzavanje karencijskih perioda i1
kontinuirani nadzor zdravstvenog stanja stada su esencijalni za postizanje optimalnih rezultata

lijecenja.



Cefalosporini su grupa B-laktamskih antibiotika otkrivenih iz plijesni Cephalosporium
acremonium tijekom 1940-ih godina. Srodni penicilinima, oni imaju Siri spektar djelovanja i
vecu otpornost na bakterijske B-laktamaze, Sto ih ¢ini izuzetno korisnim u lijeenju raznih
bakterijskih infekcija kod goveda, ukljuujuci respiratorne infekcije, mastitis i metritis.
Cefalosporini su podijeljeni u nekoliko generacija, svaka s odredenim karakteristikama i
spektrom djelovanja protiv gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija. Ceftiofur, cefalosporin
tre¢e generacije, Cesto se koristi u veterinarskoj medicini zbog svoje efikasnosti protiv glavnih
patogena govede respiratorne bolesti (BRD), dok se cefkvinom, cefalosporin cetvrte generacije,
koristi za lijecenje teskih infekcija.

Cefalosporini djeluju inhibiranjem sinteze bakterijskog stani¢nog zida, vezujuéi se na
penicilin-vezujuée proteine u bakterijskoj stani¢noj membrani, $to sprjeCava stvaranje
peptidoglikana, klju¢ne komponente stani¢nog zida. Ovaj mehanizam ¢ini cefalosporine vrlo
ucinkovitima protiv aktivno rastu¢ih bakterija. Nacini primjene cefalosporina kod goveda
variraju ovisno o potrebama i ukljucuju intramuskularne, intramamarne i subkutane injekcije,

Sto osigurava brzo postizanje terapeutske koncentracije lijeka.

1.5. Metode detekcije antibiotika u mlijeku

Postoje razli¢ite metode detekcije rezidua antibiotika u mlijeku, a one se mogu
kategorizirati u brze skrining testove i detaljnije laboratorijske analize koje slijede kao potvrdna
metoda za pozitivne rezultate. Brzi skrining testovi su jednostavni, ekonomicni i mogu se
provesti izravno na terenu ili unutar mlije¢nih pogona. Osim testa mikrobne inhibicije rasta na
hranjivim podlogama, koriste se i enzimski testovi. Imunotestovi detektiraju antibiotike
interakcijom izmedu antitijela 1 antigena, a dijele se u izravne i1 neizravne metode. Prednosti
enzimskih testova su veca specifinost, jednostavnost i smanjeno vrijeme analize. U
imunotestove spada ELISA test (engl. enzyme-linked immunosorbent assay).

S druge strane, laboratorijske analize omogucuju dobivanje detaljnijih informacija o
prisutnosti i koncentraciji antibiotika. Kromatografske metode primjenjuju se za odredivanje
velikog broja ostataka veterinarskih lijekova u Zzivotinjskim proizvodima. Visokoefikasna
teku¢inska kromatografija (HPLC) koristi se za separaciju, identifikaciju 1 kvantifikaciju
razlicitih antibiotika, pruZajuci visoku osjetljivost i preciznost. Osim nje, koristi se 1 teku¢inska
kromatografija ultra visoke ucinkovitosti (engl. ultra (engl. ultra high performance liquid
chromatography, UHPLC). Masena spektrometrija (MS), ¢esto koriStena u kombinaciji s

HPLC-om (HPLC-MS), omogucuje precizno mjerenje mase molekula, S§to olakSava



identifikaciju specificnih antibiotika. Gasna kromatografija (GC) se takoder koristi za analizu
hlapljivih spojeva, i moze se prilagoditi za detekciju nekih antibiotika uz prethodnu
derivatizaciju uzorka. Ove napredne metode pruzaju kvantitativne rezultate i koriste se za
detaljniju analizu prisutnosti antibiotika u mlijeku zbog ¢ega se koriste kao potvrdna metoda u

pozitivnim uzorcima skrining testova

1.5.1. Upotreba TwinSensor Plus uredaja u mlije¢noj industriji

TwinSensor Plus je dizajniran za Siroku primjenu u mlijecnoj industriji, ukljucujuci
mlijeCne farme, mljekare i laboratorije za kontrolu kvalitete. Na mlijecnim farmama,
TwinSensor Plus se koristi za rutinsko testiranje mlijeka na prisutnost antibiotika prije nego Sto
mlijeko bude pomuzeno ili transportirano u mljekaru. Ovo je posebno vazno jer se antibiotici
Cesto koriste u lijecenju raznih bolesti kod krava. KoriStenje TwinSensor Plus uredaja pomaze
osigurati da mlijeko ne sadrzi ostatke lijekova koji bi mogli u¢i u lanac opskrbe. Mljekare
koriste TwinSensor Plus za brzo testiranje mlijeka koje dolazi s razli¢itih farmi. U slucaju da
mlijeko sadrzi ostatke antibiotika, mljekara moze odmah reagirati i sprijeciti daljnju obradu ili
mijesanje kontaminiranog mlijeka s drugim uzorcima. Ovo je kljucno za osiguranje sigurnosti
krajnjeg proizvoda, bilo da se radi o mlijeku za pice, siru, jogurtu ili drugim mlije¢nim
proizvodima.

U laboratorijima za kontrolu kvalitete, TwinSensor Plus se koristi kao dio sveobuhvatnog
programa testiranja mlijeka. lako se Cesto koriste sofisticiranije metode poput HPLC-a ili
masene spektrometrije za kvantitativnu analizu, TwinSensor Plus pruza brzu i ekonomi¢nu
metodu za inicijalno skrining testiranje. TwinSensor Plus uredaja u proizvodnom procesu
pomaze u smanjenju rizika od povlacenja proizvoda s trziSta zbog prisutnosti antibiotika. Rano
otkrivanje kontaminiranog mlijeka omogucuje poduzimanje korektivnih mjera prije nego Sto
proizvodi stignu do potroSaca, $to je klju¢no za ocuvanje ugleda tvrtke i1 izbjegavanje
financijskih gubitaka.

Mnoge zemlje imaju stroge propise o dopustenim razinama ostataka antibiotika u mlijeku i
mlije¢nim proizvodima. KoriStenje TwinSensor Plus uredaja pomaze proizvoda¢ima mlijeka
da se usklade s tim regulativama 1 osiguraju da njihovi proizvodi zadovoljavaju nacionalne i

medunarodne standarde kvalitete.



Slika 1. TwinSensor Plus KIT106. [zvor: Unisensor [Internet]. Dostupno na:
https://unisensor.be/assets/326dc684-439f-43fd-acet-a7¢6165459¢0/kit1 06-twinsensor-
plus.pdf [pristupljeno 02.09.2024.].

1.6. Regulatorni standardi

Razli¢ite zemlje imaju razlicite regulatorne standarde za maksimalne dopustene
razine (engl. maximum residue limit; MRL) antibiotika u mlijeku. Ti standardi su postavljeni
kako bi se osigurala sigurnost potrosaca. Primjerice, Europska unija, Sjedinjene Americke
DrZave i druge zemlje imaju specificne regulative i protokole za testiranje mlijeka na prisutnost
antibiotika. Europska unija: U EU, MRL antibiotika u mlijeku su definirane prema Uredbi (EZ)
br. 37/2010. Svi mlijecni proizvodi moraju biti testirani i zadovoljiti ove standarde prije nego
Sto se plasiraju na trziste (5). Sjedinjene Americke Drzave: U SAD-u, Agencija za hranu i
lijekove (engl. Food and Drug Administration; FDA) postavlja standarde za MRL antibiotika
u mlijeku. Nacionalni program za ostatke mlije¢nih proizvoda osigurava provodenje tih
standarda kroz redovite inspekcije 1 testiranja.

Cijeli proces, od proizvodnje do stavljanja mlijeka na trziSte, strogo je reguliran
zakonima 1 pravilnicima, Sto u Hrvatskoj provode Ministarstvo poljoprivrede, Hrvatska
agencija za poljoprivredu i hranu (HAPIH) i veterinarska inspekcija. Zakon o hrani, Zakon o
veterinarstvu 1 Pravilnik o maksimalnim razinama ostataka pesticida u hrani kljucni su propisi
koji osiguravaju kvalitetu i sigurnost mlijeka. S obzirom da je Hrvatska Clanica Europske unije,
svi zakoni 1 regulative uskladeni su s EU standardima. Cilj ovih zakona je osigurati sigurnost

hrane, zastitu zdravlja potroSaca i uskladenost sa standardima kvalitete.



1.6.1. Zakon o hrani (NN 81/13, 14/14, 30/15, 115/18, 118/18, 42/20)

Zakon o hrani je temeljni zakon koji regulira opée uvjete sigurnosti hrane u Republici
Hrvatskoj. Njime su definirani op¢i principi i zahtjevi za proizvodnju, preradu, distribuciju i
stavljanje hrane na trziSte. Zakon takoder obuhvaca sigurnost hrane za Zivotinje, sustav

sluzbenih kontrola i ovlasti nadleznih tijela.

Ovaj zakon postavlja osnovne uvjete za sigurnost mlijeka i mlije¢nih proizvoda, ukljucujuci
kontrolu prisutnosti antibiotika u mlijeku. Mlijeko koje sadrzi ostatke antibiotika iznad

dopustenih razina ne smije se staviti na trziste (7).
1.6.2. Zakon o veterinarstvu (NN 82/13, 148/13, 115/18, 52/21)

Zakon o veterinarstvu regulira uvjete i nacin provodenja veterinarskih mjera,
ukljucujuéi upotrebu veterinarskih lijekova kao $to su antibiotici. Zakon takoder ureduje nadzor
nad proizvodnjom, prometom 1 primjenom veterinarskih lijekova kako bi se sprijecilo
zaostajanje tih lijekova u hrani zivotinjskog podrijetla.

Zakon propisuje da se mlijeko od krava koje su lije¢ene antibioticima ne smije
koristiti za ljudsku potrosnju dok ne istekne propisani karencijski period. Takoder se provode

redovite inspekcije kako bi se osigurala uskladenost s ovim pravilima (8).

1.6.3. Pravilnik o maksimalnim razinama ostataka pesticida u ili na hrani i hrani za

Zivotinje (NN 148/08, 55/09, 25/10, 120/11, 36/13, 90/13)

Iako se prvenstveno odnosi na pesticide, ovaj pravilnik takoder sadrzi odredbe
o maksimalnim razinama ostataka veterinarskih lijekova, ukljucuju¢i antibiotike, u hrani za

zivotinje 1 hrani za ljudsku potro$nju.

Pravilnik definira maksimalne dopustene razine (MRL) ostataka antibiotika u
mlijeku koje ne smiju biti prekoraene. Te razine su uskladene s europskim standardima i

redovito se kontroliraju kroz sustav sluzbenih inspekcija (9).

1.6.4. Pravilnik o sluzbenim kontrolama hrane i hrane za Zivotinje (NN 43/14, 69/14)

Ovaj pravilnik ureduje nacin provodenja sluzbenih kontrola hrane i1 hrane za

zivotinje, ukljucujuéi kontrolu ostataka antibiotika u mlijeku. Pravilnikom su definirane metode
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uzorkovanja, analize i postupanja u slucaju otkrivanja nepravilnosti. Pravilnik osigurava da se
mlijeko redovito testira na prisutnost antibiotika, a svi uzorci koji ne zadovoljavaju propise

podlijezu dodatnoj kontroli ili povlacenju iz prodaje (10).
1.6.5. Zakon o veterinarsko-medicinskim proizvodima (NN 84/08, 56/13)

Ovaj zakon regulira proizvodnju, promet i primjenu veterinarsko-medicinskih
proizvoda, ukljucujuci antibiotike, u svrhu zastite zdravlja zivotinja i sigurnosti hrane. Takoder
definira uvjete pod kojima se veterinarski lijekovi mogu koristiti u lije¢enju Zivotinja.

Zakon propisuje obvezu pridrzavanja karencijskih perioda nakon primjene
antibiotika kod mlije¢nih krava kako bi se osiguralo da mlijeko ne sadrzi Stetne razine lijekova

prije nego Sto bude plasirano na trziste (11).

1.7. Regulatorna tijela

Ministarstvo poljoprivrede Republike Hrvatske glavno je tijelo odgovorno za
provodenje politika i regulacija u poljoprivredi, uklju¢ujuc¢i sigurnost hrane i veterinarske
mjere. Ministarstvo takoder nadzire provedbu zakona i propisa vezanih uz mlijeko i mlijecne
proizvode (12).

Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu (HAPIH) provodi sluzbene kontrole
1 analize hrane, ukljucuju¢i testiranje mlijeka na prisutnost ostataka antibiotika. HAPIH takoder
izdaje izvjeSca i smjernice za proizvodace hrane (13).

Veterinatska inspekcija unutar Ministarstva poljoprivrede odgovorna je za
provedbu veterinarskog nadzora, ukljuc¢uju¢i kontrolu primjene antibiotika kod Zivotinja i
nadzor nad proizvodnjom mlijeka.

Regulacija razina antibiotika u mlijeku za ljudsku uporabu u Republici
Hrvatskoj osigurana je kroz niz zakona 1 pravilnika koji su uskladeni s europskim standardima.
Ova regulacija ima za cilj zastitu zdravlja potroSaca i osiguranje kvalitete mlijecnih proizvoda.
Ministarstvo poljoprivrede, HAPIH i Veterinarska inspekcija klju¢na su tijela koja nadziru

provedbu ovih zakona i osiguravaju uskladenost s propisima (14).
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2. CILJ RADA

Cilj rada bio je ispitati prisutnost antibiotika u uzorcima mlijeka koriStenjem uredaja
TwinSensor. Ispitivanje je usmjereno na identifikaciju i kvantifikaciju ostataka antibiotika, s
posebnim naglaskom na metode detekcije i njihovu efikasnost u osiguravanju sigurnosti
prehrambenih proizvoda. Rad takoder analizira relevantne propise i standarde vezane za
prisutnost antibiotika u mlijeku te razmatra rezultate ispitivanja u kontekstu osiguravanja

kvalitete 1 zdravstvene ispravnosti mlijecnih proizvoda.
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3. MATERIJALI Il METODE

3.1 Uzorci mlijeka

U laboratorijskim eksperimentima koriSteno je ukupno devet uzoraka kravljeg mlijeka.
Cetiri komercijalno pakirana mlijeka su nasumi¢no odabrana iz velikih trgovina u Rijeci, od
dva razlic¢ita proizvodaca. Uzorak iz mini mljekare u Rijeci, kao i Cetiri uzorka domaceg svjezeg
sirovog mlijeka, prikupljeni su iz okolice Rijeke (grad Kastav i op¢ina Klana) te okolice Siska
(grad Sisak). Domaci uzorci su dobiveni s manjih farmi. Prvi uzorak predstavlja trajno
sterilizirano mlijeko s 2,8% m.m. masti, drugi je sterilizirano homogenizirano mlijeko bez
laktoze, takoder s 2,8% m.m., trece je sterilizirano homogenizirano trajno mlijeko sa 2,2% m.m.
kao 1 kod prethodnih uzoraka, a Cetvrti je svjeZe pasterizirano mlijeko s 3.2% m.m. Peto svjeze
pasterizirano nehomogenizirano mlijeko s 3.2% m.m. nabavljeno je iz mini mljekare. Uzorci
domacih mlijeka uzeti su u sterilne boce na dan ispitivanja iz mjesta Studena i Kraljevac kod
Rijeke, dok su uzorci iz Topolovca i Budaseva kod Siska uzeti tri dana prije laboratorijskih
analiza, adekvatno transportirani do Rijeke i1 skladiSteni u hladnjaku do dana analize radi
oCuvanja mikrobioloSke kvalitete. Uzorci su pohranjeni u hladnjaku na 4°C u originalnoj
ambalaZi. Neposredno prije analize, uzorci su numerirani 1 stavljani u epruvete od 50 mL s
poklopcem, gdje su homogenizirani deset sekundi pomocu stolnog homogenizatora. Zbog
zaStite povjerljivosti podataka nisu navedeni proizvodaci komercijalnih industrijskih mlijeka.

Podjela analiziranih uzoraka mlijeka prikazana je u Tablici 1.
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Tablica 1. Podjela uzoraka kravljeg mlijeka

KOMERCIJALNO MLIJEKO
UDIO
POSTUPAK MLIJECNE | ISTEK VOLUMEN
VRSTA MLIJEKA .
OBRADE MASTI ROKA AMBALAZE
(m.m.)
KOMERCIJALNO 0,2L
sterilizirano 2,8% 17.03.2024.
MLIJEKO br. 1
KOMERCIJALNO | sterilizirano, 0,2L
o 2,8% 15.05.2024.
MLIJEKO br. 2 homogenizirano
KOMERCIJALNO | sterilizirano, 0,2L
2,8% 25.06.2024.
MLIJEKO br. 3 homogenizirano
KOMERCIJALNO o 1,0L
pasterizirano 3,2% 06.03.2024.
MLIJEKO br. 4
KOMERCIJALNO | pasterizirano, 1,0L
3.2% 02.03.2024.
MLIJEKO br. 5 nehomogenizirano
SVJEZE DOMACE MLIJEKO
LOKACIJA POSTUPAK DATUM VOLUMEN
UZORKOVANJA OBRADE UZORKOVANJA | AMBALAZE
STUDENA, KLANA, 1,0L
5 28.02.2024.
PGZ
TOPOLOVAC, SISAK, 0,5L
5 20.05.2024.
SMZ
_ Sirovo, bez obrada
BUDASEVO, SISAK, 0,5L
5 20.05.2024.
SMZ
KRALJEVAC, KASTAV, 1,0L
5 23.05.2024.
PGZ
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3.2. Uredaj TwinSensor Plus

Kit za analizu ostataka antibiotika, KIT106_VO01 za uredaj TwinSensor Plus, koristi se
za detekciju specifi¢nih antibiotika u uzorcima kravljeg mlijeka. Postupak zapocinje pripremom
uzorka koji mora biti teku¢ i homogene konzistencije, pri ¢emu je idealna temperatura izmedu
4°C 1 10°C. Uredaj se postavlja na radnu temperaturu od 40°C, a kit se drzi u hladnjaku radi
ocuvanja reagensa. Nakon dodavanja specifi¢nih reagensa, uzorak se mijesa i inkubira na 40°C.
Rezultati se o€itavaju prema prisutnosti linija na test traci. Pozitivan rezultat ukazuje na
prisutnost antibiotika, dok negativan rezultat pokazuje da je uzorak cist. Ako se dobije pozitivan
rezultat, preporucuje se ponoviti test s dva nova uzorka radi potvrde. Takoder, vazno je slijediti
upute o rukovanju kako bi se osigurala tocnost rezultata. Ovaj kit omogucuje brzo i pouzdano
otkrivanje ostataka antibiotika u mlijeku, $to je klju¢no za ocuvanje kvalitete mlijeka i sigurnost
potroSaca. Za analizu prisutnosti antibiotika koriSten je uredaj TwinSensor Plus. To je
dijagnosticki uredaj namijenjen brzom 1 pouzdanom otkrivanju ostataka antibiotika i
sulfonamida u mlijeku. Ovaj uredaj koristi kombinirani testni sustav koji omogucuje simultano
otkrivanje razliCitih grupa antibiotika, uklju¢ujuéi beta-laktame i tetracikline, kao i
sulfonamide. Uredaj je posebno dizajniran za upotrebu u mlijecnoj industriji, gdje je klju¢no
osigurati da mlijeko 1 mlije¢ni proizvodi ne sadrZe ostatke ovih lijekova iznad dopustenih

razina.

3.3. Odredivanje prisutnosti ostataka antibiotika u uzorcima mlijeka — TwinSensor Plus

TwinSensor Plus koristi princip lateralnog protoka (lateral flow assay) za detekciju
ostataka antibiotika u mlijeku. Ovaj princip rada temelji se na imunokromatografskoj
tehnologiji, koja kombinira specifi¢nost antitijela s jednostavnoS¢u vizualnog o€itanja rezultata.
Postupak rada s TwinSensor Plus uredajem vrlo je jednostavan, brz i efikasan. Za koriStenje
ovog testa s mjernom trakicom nije potrebna obrada, ¢iS¢enje ili ekstrakcija uzorka.

Proces traje 6 minuta na temperaturi od 40 °C, s tri minute namijenjene inkubaciji 1 tri
minute za migraciju. Rezultate je moguce dobiti izravno kroz instrumentalno ocitanje
upotrebom ¢ita¢a ReadSensor 2. Prvi korak analize ukljucuje dodavanje 200 pL sirovog mlijeka
u mikrojaZicu reagensa. Mlijeko treba biti homogeno 1 na temperaturi izmedu +4 °C 1 +10 °C.
Potrebno je mlijeko resuspendirati Sest puta do postizanja homogenosti. Nakon $to se reagensi
1 mlijeko homogeniziraju u mikrojazici, reagensi tijekom prve tri minute inkubacije na 40 °C

vezu specifiéne molekule antibiotika, ukoliko su prisutne. Kad se mjerna trakica umoci u
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mlijeko, tekucina pocCinje migrirati okomito prema gore kroz mjernu trakicu koja sadrzi
specificna antitijela koja su konjugirana s kolorimetrijskim cesticama. Mlijeko se, zbog
kapilarnog djelovanja, kre¢e duz testne trake, pri ¢emu dolazi do interakcije izmedu ostataka
antibiotika u uzorku i antitijela na traci. Ako su prisutni antibiotici ili sulfonamidi u uzorku
mlijeka, oni ¢e se vezati na specificna antitijela, stvaraju¢i kompleks koji uzrokuje promjenu
boje na odredenom dijelu trake. Ako se ta promjena boje dogodi, test je pozitivan i ukazuje na
prisutnost ostataka antibiotika ili sulfonamida iznad dopustenih razina. Rezultati se mogu
vizualno ocitati direktno na testnoj traci. Testne trake obi¢no sadrze dvije linije — kontrolnu 1
testnu liniju. Ako je testna linija jasno vidljiva, rezultat je negativan. Ako testna linija izostane

ili je vrlo slaba, rezultat je pozitivan, §to znac¢i da su ostaci antibiotika prisutni.

3.4. Analizirani antibiotici i njihove grani¢ne vrijednosti

Grani¢ne vrijednosti ostataka antibiotika u mlijeku kljuéne su za osiguranje sigurnosti
hrane 1 zastite potroSaca. Ove vrijednosti odreduju maksimalno dopustene koncentracije
odredenih antibiotika u mlijeku, ¢ime se zele sprijec¢iti moguci Stetni ucinci na zdravlje ljudi. U
nastavku su detaljno objaSnjeni regulatorni okviri, vrste antibiotika koji se najceSce koriste,
postavljene grani¢ne vrijednosti, metode testiranja 1 kontrola, kao 1 vaznost tih grani¢nih
vrijednosti. U Europskoj uniji regulative, poput Uredbe (EC) br. 470/2009, postavljaju
maksimalno dozvoljene razine ostataka antibiotika (engl. Maximum Residue Limit; MRL). U
Sjedinjenim Americkim Drzavama, FDA (engl. Food and Drug Administration) 1 USDA (engl.
United States Department of Agriculture) odreduju sli¢ne, no ponekad specifi¢no razliCite
grani¢ne vrijednosti. Antibiotici kao $to su penicilini, tetraciklini, sulfamidni antibiotici, 1
kvarterni amonijevi spojevi imaju postavljene specificne granicne vrijednosti. Ove se
vrijednosti obi¢no izraZzavaju u mikrogramima po litri (ng/L) mlijeka. Na primjer, grani¢na
vrijednost za peniciline je 4 pg/L, dok je za tetracikline i sulfamidne antibiotike 100 pg/L.
Vrijednosti su utemeljene na znanstvenim istrazivanjima i procjenama rizika koje analiziraju

utjecaj na zdravlje ljudi. Grani¢ne vrijednosti antibiotika prikazane su u Tablici 2.
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ANTIBIOTICI ||GRANICE DETEKCIJE (PPB)|EU MRL
B-LAKTAMI

PENICILINI

Penicilin-G 2 - 3 (KIT020) 4
Ampicilin 3 -4 (KIT020) 4
Amoksicilin 3 -4 (KIT020) 4
Oksacilin 12 - 18 (KIT020) 30
Kloksacilin 6 - 8 (KIT020) 30
Dikloksacilin 6 - 8 (KIT020) 30
Nafcilin 30 - 50 (KIT020) 30
Ceftiofur 10 - 15 (KIT020) 100
Cefkinom 20 - 30 (KIT020) 20
Cefazolin 18 - 22 (KIT020) 50
Cefapirin 6 - 8 (KIT020) 60
Cefacetil 30 - 40 (KIT020) 125
Cefoperazon 3 -4 (KIT020) 50
Cefaleksin >750 (KIT020) 100
Cefalonijum 3 -5 (KIT020) 20
TETRACIKLINI

Klorotetraciklin  ||30 - 40 (KIT020) 100
Doksiciklin 10 - 15 (KIT020) 100
Oksitetraciklin 50 - 60 (KIT020) 100
Tetraciklin 80 - 100 (KIT020) 100

Tablica 2. Detekcija ostataka antibiotika u mlijeku sa njihovim grani¢nim vrijednostima

17



3.5. Interpretacija rezultata

Osim rezultata koje da ReadSensor2 uredaj, testnu liniju i vizualno interpretiramo.
Vizualna interpretacija rezultata dobivenih usporedbom intenziteta svake testne linije s
kontrolnom (CTRL) linijom prikazana je na Slici 1.

Potpuno negativan rezultat ukazuje da u uzorku nema detektabilnih ostataka ni beta-
laktama ni tetraciklina, $to znaci da je uzorak siguran prema EU standardima. Obje linije (T i
B) su jednako intenzivne ili jace od kontrolne linije (CTRL), $to ukazuje na odsutnost ostataka
beta-laktama 1 tetraciklina u uzorku.

Pozitivan rezultat za beta-laktame znaci da u uzorku postoje ostaci beta-laktama, te bi
takav uzorak mogao biti nesiguran za konzumaciju. Linija B je slabija od kontrolne linije
(CTRL), a linija T je jednaka ili jac¢a od kontrolne linije, $to ukazuje na prisutnost ostataka beta-
laktama, ali ne 1 tetraciklina.

Pozitivan rezultat za tetracikline ukazuje na prisutnost ostataka tetraciklina u uzorku,
Sto takoder moze ukazivati na nesigurnost uzorka. Linija T je slabija od kontrolne linije
(CTRL), a linija B je jednaka ili jata od kontrolne linije, $to ukazuje na prisutnost ostataka
tetraciklina, ali ne i1 beta-laktama.

Pozitivan rezultat za oba antibiotika (beta-laktame 1 tetracikline) znaci da su prisutni
ostaci oba antibiotika, $to ukazuje na visoku razinu kontaminacije i uzorak bi bio nesiguran za
upotrebu prema vaze¢im standardima. Obje linije (T i B) su slabije od kontrolne linije (CTRL),

Sto ukazuje na prisutnost ostataka i1 beta-laktama i tetraciklina u uzorku.

Slika 2. Interpretacija rezultata
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4. REZULTATI

4.1. Koli¢ina ostataka antibiotika u uzorcima komercijalnih mlijeka

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da svi uzorci komercijalnog mlijeka imaju
negativan rezultat na prisutnost antibiotika, $to je izuzetno pozitivno i govori o tome da se u
procesu proizvodnje i distribucije komercijalnog mlijeka strogo poStuju propisi o karencama i
kontrolama kvalitete (Tablica 3). Vrijednosti omjera, te koncentracije tetraciklina, betalaktama
1 cefalosporina su relativno ujednacene medu svim uzorcima, $to ukazuje na konzistentnost i
stabilnost u kvaliteti proizvoda. To sugerira da su standardi u proizvodnji komercijalnog
mlijeka visoki, te da se osigurava ujednacenost kvalitete kroz Citav proces, od farmi do krajnjeg

potrosaca.

Tablica 3. Uzorci i pripadajudi rezultati analize na prisutnost antibiotika

UZORAK PRISUTNOST | OMIJER TETRA BETA CEFA
ANTIBIOTIKA

KOMERCIJALNO NEG 497.4 2.62 2.82 2.36
MLIJEKO br. 1

KOMERCIJALNO | NEG 531.7 2.45 2.65 2.30
MLIJEKO br. 2

KOMERCIJALNO | NEG 558.6 2.33 2.52 2.25
MLIJEKO br. 3

KOMERCIJALNO | NEG 506.0 2.70 2.65 242
MLIJEKO br. 4

KOMERCIJALNO | NEG 590.1 2.64 2.48 2.22
MLIJEKO br. 5

4.2. Koli¢ina ostataka antibiotika u uzorcima svjeZih domacéih mlijeka

Rezultati naseg istrazivanja pokazali su da kod svjezih mlijeka takoder nije otkrivena
prisutnost antibiotika, $to ukazuje na to da se i u proizvodnji svjezeg mlijeka pridrzavaju
propisi. Medutim, vrijednosti omjera i koncentracija tetraciklina, betalaktama i cefalosporina

pokazuju veée varijacije izmedu razli¢itih uzoraka svjezeg mlijeka, Sto moze biti rezultat
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razli¢itih uvjeta na farmama, ukljucujuci razlike u ishrani krava, na¢inu muznje i skladistenju
mlijeka (Tablica 4). Ove varijacije mogu ukazivati na manje standardizirane uvjete proizvodnje
u usporedbi s komercijalnim mlijekom, $to je i o¢ekivano s obzirom na to da svjeze mlijeko

¢esto dolazi iz manjih, lokalnih izvora gdje su uvjeti manje uniformirani.

Tablica 4. Uzorci svjezeg mlijeka i pripadajuci rezultati analize na prisutnost antibiotika

UZORAK PRISUTNOST | OMJER TETRA BETA CEFA
ANTIBIOTIKA

SVIEZE MLIJEKO | NEG 538.7 2.71 2.31 2.24

Studena, Klana,

PGZ

SVJEZE MLIJEKO | NEG 704.3 2.30 2.09 2.11

Topolovac, Sisak,

SMZ

SVJEZE MLIJEKO | NEG 874.5 1.85 1.84 1.80

Budasevo, Sisak,

SMZ

SVJEZE MLIJEKO | NEG 589.7 2.45 2.21 2.22

Kraljevac, Kastav,

PGZ
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5. RASPRAVA

Primjena antibiotika u lijeCenju goveda ukljucuje brojne izazove i potencijalne
probleme koji mogu utjecati na zdravlje Zivotinja, kvalitetu mlijeka i Siru javnozdravstvenu
situaciju. Ovi izazovi obuhvacaju razvoj otpornosti na antibiotike kod bakterija, Sto otezava
lije¢enje infekcija u goveda 1 predstavlja opasnost za zdravlje ljudi. Otpornost se moze prenijeti
s zivotinja na ljude putem hrane ili okoliSa, ¢cime se smanjuje ucinkovitost antibiotika u ljudskoj
medicini. Rezistencija na antibiotike postala jedan od vodecih zdravstvenih problema
danasnjice $to potvrduje vaznost razvoja ucinkovitih analitickih tehnika za odredivanje
prisutnosti antibiotika u proizvodima za zivotinje i prehrambenim proizvodima za ljudsku
konzumaciju.

Dodatni problem predstavlja prisutnost ostataka antibiotika u mlijeku. Ako se
mlijeko ne testira pravilno, to moze rezultirati konzumacijom mlijeka s prekomjernim
koli¢inama antibiotika, $to moze imati Stetne ucinke na ljude. Stroge regulative koje odreduju
maksimalno dozvoljene razine antibiotika u mlijeku mogu dovesti do povlacenja proizvoda s
trziSta 1 ekonomskih gubitaka za farmere.

Testiranje mlijeka na prisutnost antibiotika kljucan je postupak za osiguranje
sigurnosti mlijecnih proizvoda i zastitu javnog zdravlja. Ostaci antibiotika u mlijeku mogu imati
ozbiljne posljedice, ukljucujuéi alergijske reakcije kod osjetljivih osoba, razvoj antimikrobne
rezistencije 1 promjene u crijevnoj mikroflori. Zbog toga je neophodno provoditi redovite
kontrole 1 testiranja mlijeka kako bi se osiguralo da ono ne sadrzi tragove antibiotika iznad
dopustenih granica.

Testiranje pomocu TwinSensor Plus uredaja traje samo nekoliko minuta, $to
omogucuje brzo donoSenje odluka na farmama i u mljekarama. Uredaj je jednostavan za
koristenje 1 ne zahtijeva visoku razinu tehni¢kog znanja, §to ga ¢ini pristupacnim za koriStenje
na terenu. U usporedbi s laboratorijskim metodama, TwinSensor Plus je relativno jeftin alat za
detekciju antibiotika, $to je znacajno za manje farme 1 mljekare.

TwinSensor Plus pruza kvalitativne rezultate (prisutan ili odsutan), ali ne daje
kvantitativne podatke o koncentraciji antibiotika. Za precizno odredivanje razina ostataka
antibiotika potrebno je provesti dodatne laboratorijske testove. lako je uredaj dizajniran za
detekciju specifi¢nih antibiotika i sulfonamida, postoji moguénost unakrsne reaktivnosti ili

laZzno pozitivnih rezultata, Sto zahtijeva dodatnu potvrdu rezultata. Iako TwinSensor Plus
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detektira brojne antibiotike, ne pokriva sve moguce lijekove koji se koriste u veterinarskoj
medicini. Za sveobuhvatno testiranje potrebno je kombinirati razlicite metode (15,16).

Prisutnosti ostataka antibiotika u mlijeku i moguéim posljedicama za javno
zdravlje analizirano je u velikom broju ¢lanaka. Tondo EC at al su analizirali razliite aspekte
vezane za upotrebu antibiotika u stocarstvu, ukljuc¢ujuci primjenu antibiotika za lijeCenje bolesti
krava, karencijske periode potrebne za uklanjanje ostataka antibiotika iz mlijeka te metode
testiranja zaostataka antibiotika u mlijeku. Autori su zakljucili da prisutnost ostataka antibiotika
u mlijeku predstavlja znacajan rizik za javno zdravlje. Konzumacija mlijeka koje sadrzi zaostale
antibiotike moze doprinijeti razvoju antimikrobne rezistencije kod ljudi §to predstavlja ozbiljan
problem u lijecenju bakterijskih infekcija. Postoji potreba za strozim regulacijama i kontrolama
u upotrebi antibiotika u mlije¢noj industriji, ukljucujuéi rigorozno pridrzavanje karencijskih
perioda i redovito testiranje mlijeka na prisutnost ostataka antibiotika. Osim ntoga, vrlo je vazno
razvijati ucinkovitije metode detekcije ostataka antibiotika u mlijeku, kako bi se osigurala
sigurnost mlije¢nih proizvoda prije nego S$to dodu do potrosaca. Edukacija farmaceuta,
veterinara i proizvodaca mlijeka o opasnostima koje zaostaci antibiotika predstavljaju za
zdravlje ljudi i1 vaznosti pridrZzavanja propisa je kljucna za smanjenje ovog rizika. Odgovorna
upotreba antibiotika neophodna je u stoCarstvu kako bi se zastitilo javno zdravlje 1 sprijecila
pojava antimikrobne rezistencije. (1)

Nadalje, Raies A et al su istaknuli zdravstvene rizike povezane s prisutnoscu
antibiotika u mlije¢nim proizvodima, ukljucujuéi alergijske reakcije, promjene u crijevnoj
mikroflori 1, najznacajnije, doprinos razvoju antimikrobne rezistencije. Glavni rizici ukljucuju
pojavu alergijskih reakcija, osobito kod osjetljivih pojedinaca te disbiozu crijevne mikroflore
Sto moZe utjecati na imunoloSki sustav 1 opce zdravlje. Takoder su kao jedan od najvaznijih
zakljucaka rada naglasili problem antimikrobne rezistencije. Ovo je globalni problem koji
otezava lijeCenje bakterijskih infekcija i predstavlja prijetnju javnom zdravlju. Autori sugeriraju
da bi drzave trebale usvojiti stroze standarde i1 protokole za testiranje mlijeka na prisutnost
antibiotika (2).

lako mnoge drZave imaju stroge standarde, postoje razlike u metodama
testiranja 1 grani¢nim vrijednostima (engl. MRL) koje su dopustene, §to moze dovesti do
nejednakih razina sigurnosti u globalnoj trgovini mlije¢nim proizvodima. Mitani M et al
naglasili su da postoji potreba za harmonizacijom medunarodnih standarda i procedura kako bi
se osigurala jednaka razina zaStite potroSaca u svim zemljama. Globalni pristup regulaciji
ostataka veterinarskih lijekova mogao bi poboljsati sigurnost mlije¢nih proizvoda i olakSati

trgovinu. Autori su naglasili potrebu za uvodenje novih tehnologija i kontinuiranom edukacijom
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onih koji provode testiranja. U radu se naglasava vaznost uinkovite provedbe regulacija,
ukljucujuéi stroge kazne za krsenje propisa i redovito testiranje mlije¢nih proizvoda. U¢inkoviti
programi nadzora moraju biti podrzani odgovaraju¢im resursima, ukljucujuéi laboratorije,
obuceno osoblje 1 jasan pravni okvir.

U konacnici, primjena antibiotika u lijecenju goveda zahtijeva pazljiv pristup
kako bi se minimizirali potencijalni negativni u¢inci na zdravlje zivotinja, kvalitetu mlijeka i
Siru javnozdravstvenu situaciju. Edukacija farmera, pravilna upotreba antibiotika, redovno
testiranje mlijeka 1 pracenje stanja otpornosti su klju¢ni za odrzavanje sigurnosti i kvalitete

mlijecnih proizvoda (17).
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6. ZAKLJUCAK

Razumijevanje i pravilna primjena antibiotika u veterinarskoj medicini klju¢ni
su za oCuvanje zdravlja goveda i osiguranje sigurnosti mlijecnih proizvoda. Uredaji poput
TwinSensor Plus olakSavaju brzo otkrivanje ostataka antibiotika u mlijeku, ¢ime se Stite
potrosaci i osigurava uskladenost s regulatornim standardima. U Republici Hrvatskoj, zakonska
regulativa i nadlezna tijela igraju klju¢nu ulogu u kontroli kvalitete mlijeka, osiguravajuc¢i da
mlijeko koje dolazi na trziste bude sigurno za ljudsku konzumaciju.

Testiranje uzoraka mlijeka na tragove antibiotika klju¢an je korak u
osiguravanju sigurnosti mlije¢nih proizvoda i zaStiti javnog zdravlja. Razli¢ite metode
detekcije, ukljucujuéi brze skrining testove i laboratorijske analize, omogucuju precizno
otkrivanje 1 kvantifikaciju ostataka antibiotika. Regulatorni standardi postavljeni od strane
medunarodnih i nacionalnih tijela osiguravaju da mlijeko koje dolazi do potrosaca ne sadrzi
Stetne razine antibiotika. Kontinuirana istrazivanja i razvoj novih tehnika detekcije klju¢ni su

za unapredenje postojecih sustava nadzora i odrzavanje visoke razine sigurnosti hrane.
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8. ZIVOTOPIS

Marina Zarinac Borko, rodena 5.svibnja 2000.godine u Zagrebu, svoju osnovnu i srednju
naobrazbu stekla je u Sisku. Zavrsila je Osnovnu $kolu Braca Ribar, a potom i Opcu gimnaziju
u Sisku, gdje je razvila interes za prirodne znanosti. Trenutno je studentica Sveucilista u Rijeci,
na Medicinskom fakultetu, gdje pohada SveuciliSni Prijediplomski studij sanitarnog
inzenjerstva. Tijekom svog obrazovanja, stekla je ¢vrstu osnovu u zdravstvenim i tehnickim
znanostima te pokazala odgovornost i1 predanost u izvrSavanju zadataka. Marina se odlikuje
dobrim komunikacijskim vjeStinama, $to joj omoguéava efikasno djelovanje u timskom
okruzenju. Takoder, te¢no govori engleski i njemacki jezik, Sto joj omogucava lakSu
komunikaciju 1 pristup stranoj literaturi. Pored toga, posjeduje digitalne vjestine, osobito u
koriStenju Microsoftovih aplikacija, Sto doprinosi njezinoj sposobnosti obavljanja radnih
zadataka. Vlasnica je vozacke dozvole AM i B kategorije, §to joj omogucéava vecu fleksibilnost
u obavljanju obaveza. Marina je odgovorna i usmjerena prema postizanju visokih standarda u

svom radu, s ciljem doprinosa javnom zdravlju i sanitarnoj struci.
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