
Pojęcie „substancje przeciwbakteryjne” 
obejmuje antybiotyki, sulfonamidy i chi-

nolony zgodnie z dyrektywą Rady 96/23/
EC z dnia 29 kwietnia 1996 r. (1). Dyrek-
tywa ta wyodrębnia dwie grupy substan-
cji: grupę A, w której znajdują się związki 
o działaniu anabolicznym oraz substancje, 
na stosowanie których nie ma urzędowego 
zezwolenia, w tym nitrofurany i chloram-
fenikol oraz grupę B, w której jedną z pod-
grup (B1) stanowią właśnie substancje prze-
ciwbakteryjne (antybiotyki, sulfonamidy 
i chinolony obok innych leków weteryna-
ryjnych (B2) i substancji skażających środo-
wisko (B3). Substancje przeciwbakteryjne 
są zaliczane do zagrożeń chemicznych, któ-
re mogą występować w paszy lub żywności 
i mieć negatywny wpływ na zdrowie czło-
wieka. Występowanie leków weterynaryj-
nych, w tym antybiotyków lub ich pozosta-
łości, w paszach lub żywności nie pozostaje 
obojętne dla zdrowia zwierząt oraz konsu-
mentów. Z tego względu kontrola występo-
wania substancji przeciwbakteryjnych w pa-
szach jest jednym z głównych zadań służb 
inspekcyjnych, jak i samych producentów.

W przeszłości antybiotyki, jako tzw. an-
tybiotykowe stymulatory wzrostu (ASW), 
mogły być stosowane w żywieniu zwierząt 
jako dodatki paszowe. Zyskały one dużą 
popularność w produkcji zwierzęcej, po-
nieważ ich dodatek do paszy powodował 
wzrost przyrostów masy ciała przy zmniej-
szeniu dawek pokarmowych, polepszał sto-
pień wykorzystania paszy poprzez polepsze-
nie wchłaniania składników pokarmowych, 
a jednocześnie stanowił profilaktykę chorób 
powodujących największe straty w hodow-
li. Jednakże powszechne i nadmierne sto-
sowanie antybiotyków w wielu obszarach, 
nie tylko w hodowli zwierząt, często nieuza-
sadnione, a także nieodpowiednie dawko-
wanie oraz stosowanie w celach pozatera-
peutycznych stało się przyczyną wielu pro-
blemów. Najpoważniejszym z nich okazało 
się zjawisko lekooporności i stale rosnąca 
liczba drobnoustrojów opornych na wiele 
antybiotyków (2). Należy mieć na uwadze, 
że stosowanie przez kilkadziesiąt lat anty-
biotyków u zwierząt mogło mieć związek 
z antybiotykoopornością bakterii wystę-
pujących u ludzi. Jako przyczynę tego na-
leży wskazać globalny obrót zwierzętami, 

wydalany przez nie kał i stosowany w pro-
dukcji roślinnej nawóz oraz surowce i żyw-
ność pochodzenia zwierzęcego zanieczysz-
czona antybiotykoopornymi bakteriami 
oraz uwalnianymi z bakterii genami deter-
minującymi antybiotykooporność. Oporne 
na antybiotyki bakterie mogą być przeka-
zane przez zwierzęta ludziom poprzez łań-
cuch pokarmowy albo podczas kontaktów 
bezpośrednich, co może być przyczyną roz-
woju zakażeń opornych na leczenie anty-
biotykami (3, 4). W związku z tymi proble-
mami poszczególne kraje Unii Europejskiej 
stopniowo zaczęły odstępować od stosowa-
nia antybiotykowych stymulatorów wzro-
stu w celu ochrony zdrowia konsumentów, 
w wyniku czego od 1 stycznia 2006 r. obo-
wiązuje całkowity zakaz stosowania anty-
biotyków jako dodatków paszowych (5).

Wspomniana dyrektywa 96/23 nakła-
da obowiązek prowadzenia skutecznego 
i jednolitego systemu monitorowania oraz 
nadzoru w odniesieniu do stosowania nie-
legalnych substancji w produkcji zwierzę-
cej. System ten musi obejmować wykrywa-
nie i monitorowanie substancji mających 
działanie hormonalne i  tyreostatyczne, 
ale również innych substancji używanych 
w hodowli zwierząt w celach zootechnicz-
nych lub leczniczych, a które mogą oka-
zać się niebezpieczne dla konsumentów 
ze względu na ich pozostałości. Zatem 
ustalono, że proces produkcyjny zwierząt 
i podstawowe produkty pochodzenia zwie-
rzęcego muszą być monitorowane w celu 
wykrywania obecności pozostałości i sub-
stancji wymienionych w załączniku I dy-
rektywy 96/23 u zwierząt żywych, ich wy-
dalinach, płynach ustrojowych i tkankach, 
w produktach pochodzenia zwierzęcego, 
paszach oraz w wodzie przeznaczonej do 
pojenia zwierząt (6).

Prowadzenie skutecznej i sprawnej kon-
troli nielegalnego stosowania substancji 
niedozwolonych wymaga dysponowania 
metodami przesiewowymi i potwierdza-
jącymi, które są czułe, specyficzne, wiary-
godne i odporne. Prowadzenie urzędowej 
kontroli pasz wymaga opracowania i zwa-
lidowania właściwych metod, które wdro-
żone do praktyki laboratoryjnej zapew-
nią realizację przyjętej strategii kontroli 
niedozwolonych substancji stosowanych 

w hodowli zwierząt. Najogólniej metody 
można podzielić na:

 – metody przesiewowe, inaczej skrinigo-
we, pozwalające wykryć jedną lub wię-
cej grup substancji – np. metody mi-
krobiologiczne, HPLC-UV;

 – metody postskriningowe, ilościowe lub 
półilościowe – np. elektroforeza wyso-
konapięciowa (HVE), chromatografia 
cienkowarstwowa (TLC);

 – metody potwierdzające, oparte z regu-
ły na chromatografii cieczowej (HPLC-
-DAD, LC-MS, LC-MS/MS).
Zastosowane metody muszą spełniać 

określone warunki: 
1)  charakteryzować się odpowiednią czu-

łością (dla antybiotyków 1 mg/kg); 
2)  dawać możliwość analizowania wielu 

substancji (metody wieloskładnikowe); 
3)  różnicować substancje zakazane, do-

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

4)  powinny być oparte na technice dostęp-
nej dla laboratoriów urzędowych; 

5)  być wiarygodne, czyli dawać jednoznacz-
ną odpowiedź co do tożsamości związku. 
Wszystkie stosowane metody analitycz-

ne muszą spełniać określone wymagania 
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zgodnie z decyzją Komisji 2002/657/WE 
z 14 sierpnia 2002 r., która określa wyma-
gania w zakresie sprawności metod stoso-
wanych w kontroli pozostałości w żywności 
zwierzęcego pochodzenia. Z powodu bra-
ku odpowiednich wytycznych do walidacji 
metod analitycznych dla pasz, przyjmuje 
się przeprowadzenie walidacji tych metod 
według wymagań wspomnianej decyzji (7).

Organizacja urzędowej kontroli pasz

Z uwagi na potencjalne zagrożenie dla kon-
sumentów, jakie może wynikać z obecności 
antybiotyków w żywności lub w paszach, 
niezbędna jest systematyczna kontrola ich 
występowania. Kontrola stosowania sub-
stancji przeciwbakteryjnych w paszach jest 
prowadzona w ramach Planu Urzędowej 
Kontroli Pasz (PUKP), który jest opraco-
wywany corocznie. Programy urzędowych 
badań kontrolnych pasz są opracowywa-
ne, zatwierdzane, a następnie przekazywa-
ne do wdrożenia we wszystkich państwach 
członkowskich Unii Europejskiej. Począt-
kowo ich opracowanie i wdrażanie wynika-
ło z postanowień zawartych w dyrektywie 
Rady 95/53/WE z 25 października 1995 r. 
ustalającej zasady dotyczące organizacji 
urzędowych inspekcji w zakresie żywie-
nia zwierząt, której art. 22 nakładał obo-
wiązek opracowania przez każde państwo 
członkowskie programu ukierunkowane-
go na weryfikację zgodności z przepisami 
prawa paszowego i zidentyfikowanie poten-
cjalnych źródeł ryzyka. Od 2006 r. podsta-
wą do realizacji tego zadania stało się roz-
porządzenie 882/2004/WE z 29 kwietnia 
2004 r. W świetle obowiązujących przepi-
sów każde państwo członkowskie UE zobo-
wiązane jest do opracowania jednego, spój-
nego programu kontrolnego, niezależnie 
od struktury organizacyjnej i ilości służb 
nadzoru funkcjonujących w danym kraju. 
Przygotowany przez Polskę krajowy plan 
kontroli urzędowej pasz obejmuje zakres 
nadzoru sprawowanego przez Inspekcję 
Weterynaryjną zgodnie z obowiązującymi 
przepisami prawa. Program jest skoordy-
nowany w obrębie kraju, tworząc jednolity 
i spójny roczny plan urzędowej kontroli (8).

Monitorowanie występowania substancji 
niedozwolonych, pozostałości produktów 
leczniczych w tkankach i narządach zwie-
rząt, w produktach pochodzenia zwierzę-
cego, wodzie przeznaczonej do pojenia oraz 
w paszach jest zadaniem Inspekcji Wetery-
naryjnej zgodnie z ustawą o Inspekcji We-
terynaryjnej z 29 stycznia 2004 r. (9). W ra-
mach urzędowej kontroli pasz prowadzone 
są badania w zakresie wykrywania substan-
cji przeciwbakteryjnych w paszach i w wo-
dzie przeznaczonej do pojenia zwierząt oraz 
wykrywania niedozwolonych antybioty-
kowych stymulatorów wzrostu w paszach. 
Działania te są prowadzone od 2006 r. i są 

uzupełnieniem urzędowego nadzoru nad 
produkcją żywności i związanym z nim 
krajowym programem badań kontrolnych 
substancji niedozwolonych, pozostałości 
chemicznych, biologicznych i produktów 
leczniczych u zwierząt oraz w żywności 
pochodzenia zwierzęcego. Próbki do ba-
dań w kierunku wykrywania substancji 
przeciwbakteryjnych obejmujących anty-
biotyki, sulfonamidy i chinolony są pobie-
rane urzędowo przez inspektorów wetery-
naryjnych i dostarczane do wyznaczonych 
Zakładów Higieny Weterynaryjnej (w Bia-
łymstoku, Bydgoszczy, Gdańsku, Krośnie, 
Łodzi, Olsztynie, Poznaniu, Warszawie 
i Wrocławiu) zgodnie z rejonizacją wska-
zaną w PUKP. Próbki do badań w kierunku 
wykrywania niedozwolonych antybiotyko-
wych stymulatorów wzrostu przesyłane są 
do ZHW w Białymstoku, Bydgoszczy, Kro-
śnie, Olsztynie i Szczecinie. Liczba próbek 
przeznaczonych do badań wynosi 160 dla 
każdego kierunku (na 2013 r.). Materiałem 
do badań są głównie mieszanki paszowe peł-
noporcjowe dla świń, drobiu i bydła, woda 
przeznaczona do pojenia oraz w mniejszej 
liczbie materiały paszowe, premiksy i mie-
szanki paszowe uzupełniające. W przy-
padku otrzymania z Zakładu Higieny We-
terynaryjnej wyniku dodatniego właściwy 
powiatowy lekarz weterynarii powinien 
przesłać próbkę będącą w posiadaniu po-
wiatowego inspektoratu weterynarii do ba-
dań potwierdzających do Państwowego In-
stytutu Weterynaryjnego – PIB w Puławach.

Metody wykrywania substancji 
przeciwbakteryjnych w paszach

Istnieje wiele metod wykrywania i oznacza-
nia pozostałości leków przeciwbakteryjnych 
w surowcach i produktach pochodzenia 
zwierzęcego. Natomiast w przypadku pasz 
liczba metod jest znacznie ograniczona. Na-
leży zauważyć, że chociaż istnieje ogromna 
potrzeba dysponowania czułymi, dokładny-
mi i szybkimi metodami, aby monitorować 
stosowanie substancji przeciwbakteryjnych, 
tylko ograniczona ich liczba znajduje zasto-
sowanie w badaniach pasz w porównaniu 
do liczby metod opisanych i używanych do 
badania pozostałości antybiotyków w żyw-
ności. Powodem jest niewątpliwie to, że pa-
sza jest bardzo złożoną matrycą, z różnym 
składem w zależności od gatunku zwierząt, 
dla których jest przeznaczona oraz zasto-
sowaniem do jej wytworzenia najróżniej-
szych materiałów paszowych i dodatków 
paszowych. Kolejnym istotnym czynnikiem 
jest jednorodność składu mieszanki w ca-
łej jej objętości, co ma kluczowe znacze-
nie w analizie ilościowej, jak i jakościowej. 
Jednym z podstawowych elementów jest 
zapewnienie odpowiedniej homogenicz-
ności i reprezentatywności próbki labora-
toryjnej (analitycznej). Specyfika matrycy 

paszowej wynika z faktu, że jest to niejed-
norodna mieszanina złożona z wielu skład-
ników, wśród których liczne mogą występo-
wać w małych ilościach w stosunku do pod-
stawowych komponentów paszowych. Na 
przykład śruty zbożowe i białkowe obecne 
są w mieszankach paszowych w ilości na-
wet kilkudziesięciu procent, przy wystąpie-
niu np. antybiotyku w ilości zaledwie kil-
ku ppm (mg/kg). Tak więc mieszanka pa-
szowa jest często heterogenną mieszaniną 
kilkudziesięciu składników, z których wie-
le występuje w ilościach niewielkich w po-
równaniu do różnego rodzaju substancji 
bazowych. Składniki te powinny być ho-
mogennie rozprowadzone w całej masie 
mieszanki paszowej, a następnie odnale-
zione w toku analizy chemicznej. Ponad-
to pasza to bardzo skomplikowana matry-
ca z jeszcze jednego powodu, a mianowi-
cie mieszanki paszowe różnią się składem 
w zależności od gatunku zwierząt, dla któ-
rych są przeznaczone, a nawet materiałami 
wyjściowymi dla poszczególnych partii, co 
prowadzi do uzyskania próbek pasz o róż-
nych właściwościach (10, 11).

Spośród metod przesiewowych stoso-
wanych do wykrywania substancji prze-
ciwbakteryjnych w paszach istotną rolę od-
grywają metody mikrobiologiczne, które 
wykorzystują zasadę hamowania wzrostu 
wyselekcjonowanych drobnoustrojów, tzw. 
szczepów testowych w określonym podłożu 
agarowym przez substancje przeciwbakte-
ryjne zawarte w badanej próbce. Metody te 
oparte są na zjawisku dyfuzji antybiotyku 
w agarze, przez co określa się je jako dyfu-
zyjne, w których stosuje się płytki z pożyw-
ką agarową, do której wprowadza się za-
wiesinę szczepu testowego w odpowiedniej 
ilości (inokulum). Na powierzchni podłoża 
stosuje się metalowe cylinderki, krążki bi-
bułowe lub wycina się w agarze studzien-
ki. Biorąc pod uwagę sposób postępowa-
nia można zatem wyróżnić techniki: cylin-
derkowo-płytkową, krążkowo-płytkową 
lub studzienkowo-płytkową. W zależności 
od zastosowanej techniki ekstrakt z bada-
nej próbki wprowadza się do cylinderka, 
na krążek lub do studzienki. W przypadku 
obecności w próbce substancji przeciwbak-
teryjnych po okresie inkubacji pojawia się 
strefa zahamowania wzrostu, której śred-
nica jest wprost proporcjonalna do loga-
rytmu stężenia badanej substancji. Ogólnie 
rzecz ujmując, metoda polega na wprowa-
dzeniu ekstraktu z próbki do podłoża aga-
rowego z odpowiednim szczepem testo-
wym. Jeżeli próbka zawiera antybiotyk, dy-
funduje on w agarze powodując hamowanie 
wzrostu drobnoustroju testowego wrażli-
wego na dany antybiotyk, co widoczne jest 
w postaci strefy zahamowania wzrostu.

Jako metoda przesiewowa w badaniach 
urzędowych prowadzonych w Polsce sto-
sowana jest metoda mikrobiologiczna, 
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studzienkowo-płytkowa, w której zasto-
sowano różne kombinacje pożywek oraz 
szczepów testowych, w wyniku czego uzy-
skano 8 płytek przeznaczonych do wykry-
wania różnych grup substancji przeciw-
bakteryjnych (metoda 8-płytkowa). Wy-
korzystuje się w niej pożywki o pH 6,0, 
7,2  i 8,0 w kombinacji ze szczepami te-
stowymi Bacillus subtilis BGA, Bacillus 
cereus ATCC 11778, Kocuria rhizophila 
ex. Micrococcus luteus ATCC 9341 oraz 
Escherichia coli ATCC 11303. Taki układ 
płytek pozwala na wykrycie antybiotyków 
należących do różnych grup chemicznych, 
mianowicie antybiotyków β-laktamowych, 
tetracyklin, antybiotyków aminoglikozy-
dowych, makrolidowych, a także sulfona-
midów i chinolonów. Ze względu na wła-
ściwości i budowę chemiczną poszczegól-
ne związki różnie dyfundują, w zależności 
od składu pożywki i jej pH, co pozwala na 
wstępną identyfikację z  jakim antybioty-
kiem możemy mieć do czynienia. W rze-
czywistości działanie hamujące wzrost bak-
terii mogą powodować również substancje 
o działaniu przeciwbakteryjnym inne niż 
antybiotyki, więc wynik dodatni daje infor-
mację typu: „tak, coś jest”, natomiast wynik 
ujemny:„nie, nic nie ma”. Wynik dodatni 
wskazuje na obecność substancji o działa-
niu przeciwbakteryjnym, ale bez możliwo-
ści identyfikacji i ilościowego oznaczenia 
konkretnej substancji. Wszystkie wyniki 
dodatnie muszą być zatem potwierdzo-
ne metodami instrumentalnymi (12).

Stosowanie metod mikrobiologicznych 
musi uwzględniać kilka czynników, któ-
re mogą wpływać na uzyskiwane wyniki, 
a mianowicie (13):

Rodzaj i właściwości badanego materiału

Przy badaniu różnych rodzajów próbek na-
leży liczyć się z możliwością uzyskania wy-
ników fałszywie dodatnich. Jest to istotne 
w przypadku badania tkanek zwierzęcych 
lub produktów pochodzenia zwierzęcego, 
ponieważ np. obecność lizozymu w ner-
kach może dawać wynik fałszywie dodat-
ni lub w przypadku badania jaj, ze wzglę-
du na silne właściwości bakteriostatycz-
ne białka. W przypadku pasz problem 
jest bardziej złożony. Pasza, jak wcześniej 
wspomniano, jest niezwykle trudną ma-
trycą ze względu na swoją różnorodność 
i obecność wielu różnych komponentów. 
Specyfika pasz przemysłowych, tj. premik-
sów, pasz uzupełniających i pełnoporcjo-
wych, wynika z faktu, że są one mieszani-
nami nawet kilkudziesięciu składników, 
mamy więc do czynienia ze składnikami 
mineralnymi, witaminami, kwasami orga-
nicznymi i innymi dodatkami paszowymi 
(np. kokcydiostatykami). W związku z tym 
mogą występować różne problemy anali-
tyczne, zwłaszcza w analizie antybiotyków. 

W przypadku braku antybiotyku możemy 
uzyskać wynik (fałszywie) dodatni z powo-
du właściwości bakteriobójczych lub bak-
teriostatycznych niektórych wymienionych 
dodatków paszowych.

Dobór drobnoustroju testowego 
i wielkość inokulum

Użyty szczep testowy decyduje o czułości 
metody. W zależności od szczepu testowe-
go czułość metod jest różna w odniesieniu 
do poszczególnych substancji. Bacillus sub-
tilis jest np. bardzo wrażliwy na obecność 
antybiotyków aminoglikozydowych, nato-
miast stosunkowo mało wrażliwy na pe-
nicyliny. W przypadku niskich stężeń pe-
nicyliny wynik badania może być ujemny. 
Przy oznaczaniu penicylin optymalnym 
drobnoustrojem jest  Kocuria  rhizophila ex. 
 Micrococcus  luteus ATCC 9341. Nie mniej 
istotna jest również ilość szczepu testowe-
go w pożywce. Przyjmuje się, że im mniej-
sze inokulum, tym większe strefy zahamo-
wania wzrostu, a więc tym większa czułość.

Skład i odczyn pH pożywki

Ze względu na swoją zróżnicowaną budo-
wę chemiczną oraz właściwości fizykoche-
miczne poszczególne związki różnie dyfun-
dują. Właściwy dobór pH daje możliwość 
uzyskania możliwie jak najlepszej dyfuzji 
antybiotyku z badanej próbki. Antybiotyki 
β-laktamowe i tetracykliny dyfundują naj-
lepiej przy pH 6,0, dając w tych warunkach 
największe strefy zahamowania wzrostu. 
Z kolei aminoglikozydy i makrolidy dają 
największe strefy hamowania na płytkach 
z pożywką o pH 8,0.

Rodzaj i pH rozpuszczalnika do ekstrakcji

Niezwykle istotny jest etap przygotowania 
próbki do badania i ekstrakcja, do której na-
leży odpowiednio dobrać rozpuszczalnik, 
aby zapewnić jak najlepsze oddzielenie da-
nego antybiotyku od składników matrycy.

W przypadku otrzymania wyniku do-
datniego w badaniu przesiewowym nie-
zbędne jest zastosowanie bardziej czu-
łych i specyficznych metod potwierdzają-
cych w celu ustalenia tożsamości wykrytej 
w badaniu substancji przeciwbakteryjnej. 
Efektywność kontroli nielegalnego stosowa-
nia substancji przeciwbakteryjnych, w tym 
antybiotyków, wymaga zastosowania me-
tod czułych, specyficznych, wiarygodnych 
i dających jednoznaczną odpowiedź, co do 
tożsamości wykrytych w badaniu przesie-
wowym substancji. Do badań tego rodzaju 
stosowane są metody służące do identyfi-
kacji i ilościowego oznaczenia konkretnej 
substancji, oparte głównie na chromato-
grafii cieczowej z różnymi rodzajami de-
tektorów, w tym chromatografii cieczowej 

sprzężonej ze spektrometrią mas (LC-MS). 
W klasycznej analizie antybiotyków i ich 
pozostałości chromatografię cieczową naj-
częściej łączy się z detektorami UV lub de-
tektorami fluorescencyjnymi. Jednak co-
raz częściej do potwierdzania obecności 
antybiotyków w żywności oraz w paszach 
stosowana jest spektrometria mas, któ-
ra umożliwia nie tylko wykrycie obecno-
ści analizowanego związku chemicznego, 
ale również jego struktury. Rozwój spek-
trometrii mas oraz wykazanie jej przydat-
ności w analizie leków weterynaryjnych 
sprawiło, że jest ona coraz częściej wyko-
rzystywana w analizie substancji przeciw-
bakteryjnych zaliczanych do grupy B1 (14, 
15). Należy pamiętać jednak, że przy za-
stosowaniu technik chromatograficznych 
niezwykle istotne jest odpowiednie przy-
gotowanie próbek, co jest dużym ogra-
niczeniem w wykonaniu analiz i  sporym 
wyzwaniem dla analityków. Odpowiednie 
przygotowanie próbek do badań jest waż-
nym elementem postępowania analitycz-
nego, ponieważ może mieć wpływ na wia-
rygodność wyników. W przypadku analizy 
antybiotyków w paszach etap przygotowa-
nia próbki jest niezwykle trudny, ponieważ 
mamy do czynienia ze zróżnicowaną budo-
wą chemiczną tych związków, co utrudnia 
lub niekiedy uniemożliwia uzyskanie zado-
walającego rozdziału na kolumnie chroma-
tograficznej, a jeszcze wcześniej trudności 
sprawia efektywne oczyszczenie ekstraktu 
od interferujących składników matrycy. Pa-
sza jest matrycą złożoną, dlatego tak istot-
ne i konieczne jest jak najlepsze wyodręb-
nienie substancji badanych od interferują-
cych związków. Przeprowadzenie analizy za 
pomocą spektrometru masowego wymaga 
zazwyczaj wstępnego oczyszczenia prób-
ki, np. za pomocą odbiałczania, ekstrakcji 
ciecz-ciecz lub ekstrakcji do fazy stałej SPE.

Jak wcześniej wspomniano, prowadze-
nie badań przesiewowych musi być połą-
czone z możliwością zastosowania metod 
potwierdzających. W przypadku badań 
pasz w analizie potwierdzającej obecność 
antybiotyków z grupy tetracyklin, które 
są antybiotykami najczęściej stosowany-
mi u zwierząt, wykorzystuje się chroma-
tografię cieczową połączoną z detekto-
rem DAD oraz chromatografię cieczową 
sprzężoną ze spektrometrem mas. Ponadto 
spektrometria mas stosowana jest także do 
potwierdzania obecności makrolidów (ty-
lozyna, spiramycyna) i penicylin oraz lin-
komycyny i tiamuliny. Chinolony są grupą 
chemioterapeutyków, która również znala-
zła szerokie zastosowanie w praktyce we-
terynaryjnej, zwłaszcza u drobiu. Obec-
ność tych substancji potwierdzana jest 
przy zastosowaniu techniki chromatogra-
fii cieczowej z detektorem fluoroscencyj-
nym (HPLC-FLD) oraz z wykorzystaniem 
bardziej czułej techniki LC-MS.
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Wymagania stawiane  
przed metodami analitycznymi

Aby egzekwować obowiązujący zakaz sto-
sowania antybiotyków w charakterze dodat-
ków paszowych oraz kontrolować ich ewen-
tualne nielegalne użycie, potrzebne są od-
powiednie metody analityczne. Skuteczna 
i sprawna kontrola nielegalnego i nieprawi-
dłowego stosowania antybiotyków wyma-
ga metod, które charakteryzują się odpo-
wiednią czułością, specyficznością, wiary-
godnością i odpornością. Wymagane jest, 
aby stosowane metody posiadały spraw-
ność analityczną dającą gwarancję uzyskania 
wiarygodnych wyników. Obecnie kontrola 
oparta jest w dużym stopniu na metodach 
mikrobiologicznych, które są stosunkowo 
proste i nie wymagają kosztownego sprzę-
tu, są jednak mało specyficzne i mogą da-
wać wyniki fałszywie dodatnie. Jednakże 
są one stosowane ze względu na to, że są 
czułe, szybkie, proste i tanie. Ich zastoso-
wanie pozwala w krótkim czasie dokonać 
oceny, czy w badanych próbkach znajdują 
się substancje przeciwbakteryjne (hamują-
ce wzrost szczepów testowych), czy jest to 
materiał wolny od tych substancji. Tak więc 
spełniają wymagania stawiane metodom 
przesiewowym. Jednakże dla ostateczne-
go potwierdzenia wyników dodatnich mu-
szą być zastosowane metody instrumental-
ne. Techniki chromatograficzne pozwalają 
na identyfikację i oznaczenie ilościowe sub-
stancji przeciwbakteryjnej wykrytej w ba-
daniu przesiewowym. Obecnie chromato-
grafia cieczowa połączona ze spektrometrią 
mas jest jedną z częściej stosowanych tech-
nik do oznaczania substancji leczniczych 
w materiale biologicznym i innych matry-
cach, takich jak żywność i pasze. Techni-
ka ta znalazła tak duże zastosowanie dzię-
ki wysokiej selektywności i dużej czułości. 
Klasyczne techniki chromatograficzne nie 
mają możliwości pełnej identyfikacji związ-
ków, jak w przypadku spektrometrii mas. Jej 
zastosowanie daje możliwość jednoczesne-
go analizowania wielu różnych grup leków 
przeciwbakteryjnych. Zaletą spektrometru 
masowego jako detektora chromatograficz-
nego jest zdolność do określenia jonu macie-
rzystego (na podstawie masy cząsteczkowej) 
i jonów potomnych powstałych z fragmen-
tacji, dostarczając w ten sposób informacji 
o strukturze cząsteczki. Głównymi zaleta-
mi wynikającymi z połączenia LC i MS jest 
zwiększenie specyficzności oraz umożliwie-
nie analizy ilościowej złożonych mieszanin. 
Połączenie to pozwala na identyfikację ba-
danego związku na podstawie widma ma-
sowego, co zapewnia wysoką specyficzność 
i umożliwia ilościowe oznaczanie substancji 
nawet nie w pełni rozdzielonych chromato-
graficznie. Chromatografia cieczowa sprzę-
żona ze spektrometrią mas umożliwia prze-
prowadzenie oznaczeń ilościowych często 

niemożliwych do wykonania za pomocą in-
nych technik. Do najważniejszych zalet me-
tod LC-MS należą: bardzo duża selektyw-
ność, czułość, krótszy czas analizy i uprosz-
czenie procesu przygotowania próbki (16).

Należy dodać, że wynik dodatni uzyska-
ny metoda przesiewową daje informację, 
że próbka może zawierać antybiotyk (an-
tybiotyki) lub inne substancje o działaniu 
przeciwbakteryjnym. W takiej sytuacji ko-
nieczne jest wykonanie analizy potwier-
dzającej dającej jednoznaczną odpowiedź, 
czy substancja powodująca zahamowanie 
wzrostu szczepu testowego jest antybioty-
kiem. Tylko pełna wiedza w tym zakresie 
pozwala podjąć ostateczną decyzję admi-
nistracyjną w stosunku do badanej paszy.

Laboratoria prowadzące badania urzę-
dowe muszą stawić czoła rosnącym wy-
maganiom analitycznym w odniesieniu do 
zwiększającej się liczby substancji analizo-
wanych w różnych rodzajach próbek, wy-
sokich wymagań dla stosowanych metod 
zawartych w odpowiednich dokumentach, 
wzrastających kosztów analiz, rosnącego za-
potrzebowania na analizy wieloskładniko-
we i dysponowania odpowiednimi metoda-
mi potwierdzającymi. Należy zauważyć, że 
dopiero od niedawna istnieją wieloskładni-
kowe metody pozwalające na jednoczesne 
analizowanie antybiotyków należących do 
wszystkich grup leków przeciwbakteryjnych 
w tkankach i produktach pochodzenia zwie-
rzęcego. Należy również przypuszczać, że 
zostaną opracowane i wdrożone tego typu 
metody do badania pasz. Jednakże pro-
blemy analityczne związane z matrycą pa-
szową opisane powyżej, jak również różni-
ce w budowie chemicznej oraz właściwo-
ściach fizykochemicznych składników pasz 
i analizowanych substancji stanowią zna-
czącą przeszkodę w ich szybkim rozwoju.

Podsumowanie

Substancje przeciwbakteryjne, w tym głów-
nie antybiotyki, są nieodzownym elementem 
terapii chorób zakaźnych zwierząt hodowla-
nych. Są stosowane powszechnie w leczeniu 
i profilaktyce chorób bakteryjnych występu-
jących u zwierząt gospodarskich i powodu-
jących największe straty ekonomiczne. Anty-
biotyki stanowią liczną grupę leków wetery-
naryjnych podawanych zwierzętom różnymi 
drogami, w tym w postaci pasz leczniczych 
i w wodzie. Obecnie obowiązuje zakaz sto-
sowania antybiotyków jako dodatków paszo-
wych, jednak są one powszechnie stosowa-
ne w zapobieganiu różnym chorobom. Stąd 
często mówi się o odpowiedzialnym i właści-
wym stosowaniu antybiotyków w medycynie 
weterynaryjnej. Warunkiem rozważnego sto-
sowania antybiotyków w weterynarii jest sto-
sowanie antybiotyków tylko w ściśle określo-
nych wskazaniach. Wynika to z obaw zwią-
zanych ze zjawiskiem antybiotykooporności 

i z możliwością transferu genów oporności ze 
zwierząt na ludzi, co stanowiło podstawę do 
wprowadzania restrykcji związanych ze sto-
sowaniem antybiotyków u zwierząt. W celu 
ochrony zdrowia konsumentów Unia Euro-
pejska wprowadziła zakaz stosowania an-
tybiotyków jako dodatków paszowych, co 
przyczyniło się do ograniczenia używania 
antybiotyków u zwierząt, a ponadto wpro-
wadzono odpowiednie regulacje związane 
z obowiązkiem prowadzenia programów 
kontrolnych dotyczących monitorowania 
występowania pozostałości antybiotyków 
w żywności pochodzenia zwierzęcego, a tak-
że antybiotyków, w tym niedozwolonych an-
tybiotykowych stymulatorów wzrostu w pa-
szach i wodzie przeznaczonej do pojenia 
zwierząt. Działania te są wynikiem rosną-
cych wymagań w zakresie bezpieczeństwa 
żywności obejmującego cały łańcuch żyw-
nościowy, co powoduje, że organom urzę-
dowym zajmującym się kontrolą i sprawują-
cym nadzór nad bezpieczeństwem żywności 
i pasz stawiane są coraz większe wymagania.
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