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Slika1: TekoCinska kromatografija s tandemsko masno spektrometrijo med meritvijo

Enota za varno hrano Veterinarske fakultete Univerze
v Ljubljani se med drugim ukvarja tudi z ugotavljanjem
ostankov zdravil v zivilih Zivalskega izvora, vkljuéno z
medom. Nobena protimikrobna snov v Evropski skupnosti
ni registrirana za zdravljenje Cebel. V primeru njihove
uporabe so koncentracije v medu visoke in se le pocasi
znizujejo. Evropska agencija za varnost hrane ugotavlja, da
je frekvenca neskladnih vzorcev zaradi vsebnosti ostankov
protimikrobnih snovi najvecja ravno pri medu. Rezultati
so nastali v okviru Uredbe o izvajanju intervencij v sektorju
Cebelarskih proizvodov iz strateskega nacrta skupne
kmetijske politike in programa »Analize Cebeljih pridelkov
vletih od 2019 do 2025¢, ki je bil financiran iz sredstev
drZavnega prora¢una in proraéuna Evropske unije. Ze
tisocletja ljudje po svetu uporabljajo Cebelje izdelke. Razvoj
Cebelarstva je ¢loveku omogocil lazji dostop do ¢ebeljih
proizvodov. Z narascajo¢imi potrebami po tovrstnih izdelkih
so Cebelarji povecevali Stevilo panjev in Cebeljih druzin.
S tem so se ustvarili pogoji za hitrejse Sirjenje in razvoj
novih Cebeljih bolezni. Posebno v zadnjem stoletju smo z
intenzivno in hitro izmenjavo dobrin procese pospesili.
Cebele danes tako ogroza vrsta bolezni. Hudo gnilobo
in pohlevno gnilobo cebelje zalege povzrocata bakteriji
Paenibacillus larvae in Melissococcus pluton. Bakterijske okuzbe
je sicer mogoce zdraviti z uporabo protimikrobnih zdravil

Slika 2: Sistem HPLC-FLD med analizo vzorcev medu na sulfonamide

oziroma antibiotikov, vendar v Evropski skupnosti za
zdravljenje ¢ebel ni odobrena nobena protimikrobna snov.
V ZDA so za zdravljenje ¢ebel odobrene tri farmakolosko
aktivne snovi, ki sodijo med antibiotike, oksitetraciklin,
tilozin in linkomicin. Kljub nedovoljeni uporabi v ¢ebelarstvu
v Evropi vsako leto odkrijejo vzorce, ki vsebujejo ostanke
protimikrobnih snovi. V poro¢ilih o nadzoru ostankov
veterinarskih zdravil v Zivalih in njihovih proizvodih
Evropska agencija za varnost hrane (EFSA) [1-7] ugotavlja,
da je frekvenca neskladnih vzorcev zaradi vsebnosti
ostankov protimikrobnih snovi najvecja ravno pri medu
(Preglednica 1). Pri nobenem drugem Zivilu deleZ neskladnih
vzorcev zaradi vsebnosti protimikrobnih snovi ni tako
visok. Pri zdravljenju Cebel se v Evropi dale¢ najpogosteje
nedovoljeno uporabljajo sulfonamidi, sledijo tetraciklini

in aminoglikozidi, kar poleg podatkov EFSE potrjuje tudi
raziskava, ki so jo opravili v Belgiji na zelo velikem stevilu
vzorcev medu [8]. V domacdem medu so najveckrat ugotovili
prisotnost sulfonamidov (v 4,2 %), 2,8 % vzorcev je vsebovalo
tetracikline in 1,6 % aminoglikozide. Ne glede na na¢in
zdravljenja Cebel s protimikrobnimi snovmi te onesnazijo
Cebelnjak, pa tudi okoliske panje v oddaljenosti nekaj deset
metrov. Ostanke protimikrobnih snovi vedno zaznamo v
medu iz panja zdravljenih ¢ebel, ravno tako pa tudi v medu
okoliskih panjev [9]. Zaradi stabilnosti so ostanki zdravil v

Preglednica 1: DeleZ neskladnih vzorcev medu v EU od leta 2017 do 2023 (novejsih podatkov EFSA $e ni objavila)

Leto 2017 2018 2019

Delez neskladnih

. 0,8
vzorcev v odstotkih .

0,82 0,98

2020 2021 2022 2023

0,56 0,96 1,44 0,41
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Preglednica 2: Zakonodajne vrednosti (MRL)
in ciljne koncentracije, ki jih Zelimo dolo¢iti

Streptomicin 200 Mleko Prezvekovalci 20
Tetraciklin 100 Mleko, meso  Vse proizvodne Zivali 10
Klortetraciklin 100 Mleko, meso  Vse proizvodne Zivali 10
Oksitetraciklin 100 Meso, mleko  Vse proizvodne Zivali 10
Sulfonamidi 100 Mleko, meso.. Vse proizvodne Zivali 10

medu lahko prisotni e leta. Z uvoZenim medom se na trgih
EU pojavijo tudi taki, ki vsebujejo v Evropski skupnosti Ze leta
prepovedane protimikrobne snovi, najveckrat nitrofurane.
Belgijska studija [8] v uvozenih medovih ugotavlja pogosto
prisotnost kloramfenikola, sulfonamidov, tetraciklinov in
aminoglikozidov. Kitajska je velika izvoznica in porabnica
medu, zato so kitajski strokovnjaki pripravili oceno tveganja
za zdravje ljudi v povezavi s protimikrobnimi zdravili v medu
[10]. V $tudiji so analizirali 94 vzorcev medu, od katerih jih je
kar 84 % vsebovalo ostanke ene ali ve¢ protimikrobnih snovi.
Kinolone so nasli v 69,1 %, sulfonamide v 44,7 %, tetracikline
v 26,6 % in fenikole (mednje sodi kloramfenikol) v1,1 %
vzorcev. Za zZivila Zivalskega izvora so dolocene maksimalne
dovoljene vrednosti ostankov (MRL) posameznih
protimikrobnih snovi. Dolocene so za Zivila tistih zZivalskih
vrst, pri katerih so za zdravljenje dolocene ucinkovine
tudi registrirane. Za zdravljenje ¢ebel ni registrirano
nobeno protimikrobno zdravilo, zato vrednosti MRL za
ostanke protimikrobnih zdravil v medu ne obstajajo.
Kljub temu nam Uredba Komisije (EU) st. 37/2010 0
farmakolosko aktivnih snoveh in njihovi razvrstitvi glede
mejnih vrednosti ostankov v Zivilih Zivalskega izvora [11]
sluzi za orientacijo, katere koncentracije so tiste, ki jih
moramo z analitskimi metodami biti sposobni dolociti.
Izberemo najnizjo vrednost MRL farmakolosko aktivne
snovi, ki je dolo¢ena za kateri koli preizkusanec ne glede
na zivalsko vrsto (Preglednica 2). Izvedbena uredba
Komisije (EU) $t. 2021/808 o0 izvajanju analiznih metod

za ostanke farmakolosko aktivnih snovi, ki se uporabljajo
pri zivalih za proizvodnjo Zivil, o razlagi rezultatov in
metodah, ki jih je treba uporabljati za vzorcenje [12],
predvideva validacijo na desetini vrednosti MRL, kjer je
to mogoce. Glede na to izberemo metode, ki so sposobne
dolocitve v ustreznem koncentracijskem obmocju. Zaradi
omejitev metod, ki so na voljo, to ni vedno mogoce, zato
se moramo pri nekaterih farmakolosko aktivnih snoveh
zadovoljiti z vi§jimi koncentracijami. Nadzor poteka v
dveh korakih. Najprej s hitro in cenej$o presejalno metodo
izlo¢imo sumljive vzorce. Skladno z Izvedbeno uredbo
Komisije (EU) $t. 2021/808 [12] je sposobnost dolocitve
(CCP) presejalne metode najnizja koncentracija, pri kateri
snov oziroma skupino snovi zaznamo s 95-odstotno
verjetnostjo. Sumljive vzorce ponovno analiziramo
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s potrditveno metodo. Z njo dolo¢imo koncentracijo
prisotnih farmakolosko aktivnih snovi. Meja odlocitve
(CCa) potrditvene metode je koncentracija, ki smo jo
sposobni zanesljivo dolocati, torej meja kvantitativne
dolocitve (LOQ), povecana za merilno negotovost, skladno
z Izvedbeno uredbo Komisije (EU) $t. 2021/808.

Vzorcenije

Cebelarji so se prostovoljno odlo¢ili za sodelovanje v
raziskavi. Vzorce medu iz vseh statisti¢nih regij Slovenije
(goriske, zasavske, obalno-kragke, primorsko-notranjske,
gorenjske, koroske, jugovzhodne Slovenije, podravske,
posavske, pomurske, savinjske in osrednjeslovenske) so
zbirali na Kmetijskem institutu Slovenije (KIS).

Analizne metode

Tetraciklini

Kot presejalno metodo doloc¢anja tetraciklinov v medu
smo uporabili hitri test TetraSensor Honey (proizvajalca
Unisensor), ki vsebuje receptorje za prepoznavanje
molekul tetraciklinov. Med smo raztopili v pufru, dodali
receptorska telesa in inkubirali. Intenziteto nastale
barve smo izmerili spektrofotometricno.

Aminoglikozidi

Streptomicin in dihidrostreptomicin smo do
vklju¢no 2023 dolocali z receptorskim testom ELISA
(proizvajalec EuroProxima). V pufru raztopljen vzorec
smo prefiltrirali. Dodali smo konjugat in po inkubaciji
$e substrat. Po natan¢no doloCenem ¢asu smo prekinili
reakcijo, pri kateri nastajajo obarvani produkti.
Spektrofotometri¢no smo merili absorbanco raztopine
pri 450 nm. V letu 2024 smo uporabili metodo, ki ni
samo presejalni test, ampak jo lahko uporabimo tudi
za potrjevanje aminoglikozidov. Med smo raztopili v
2-odstotni ocetni kislini, dodali acetonitril in trdno
fazo C18. Po centrifugiranju in filtraciji smo vzorce
injicirali v HPLC, povezan s tandemskim masnim
detektorjem (Slika 1). Aminoglikozida, prisotna v vzorcu,
bi prepoznali po znadilnih ionskih prehodih. Ker metoda
omogoca dolo¢anje tudi drugih skupin protimikrobnih
snovi, smo v letu 2025 nadzor razsirili Se na skupino
kinolonov, makrolidov, linkomicina in trimetoprima.

Sulfonamidi

Vzorcem medov smo dodali interni standard in
kislino ter jih pri ustreznih pogojih hidrolizirali. Po
ekstrakciji tekoce-tekoce (LLE) sulfonamidov iz vodne
raztopine v mesanico acetonitrila in diklorometana
smo vzorce posusili do suhega. Pred dolo¢itvijo
s tekoCinsko kromatografijo visoke locljivosti s
fluorescen¢nim detektorjem (HPLC-FLD, Slika 2) je
potrebna derivatizacija, ker sulfonamidov neposredno

ne zaznamo.
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Preglednica 3: Testirane protimikrobne snovi in Cebeljih pridelkov majhna. Pomanjkanje hrane oslabi cebelje
koncentracije, ki jih v medu lahko druZine, ki postanejo dovzetnejse za okuzbe. Kljub temu v
zaznamo z izbranimi metodami nobenem medu nismo odkrili ostankov antibiotikov. @
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kinoloni in makrolidni antibiotiki. Manjse Stevilo vzorcev v V programu»Analize ¢ebeljih pridelkov«so sodelovale triinstitucije,

letih 2022 in 2023 ie posledica neugodnih okoliskih razmer poleg Veterinarske fakultete $e Cebelarska zveza Slovenije (CZS)
Jep g ] : in Kmetijski institut Slovenije (KIS), vsak od deleZnikov s svojimi

MaFSik]e v Sloveni]i Y éebelar]i svoje Cebele hranili Se dOIgO nalogami. Rezultati CZS in KIS-a so objavljeni na spletnih straneh
vpomlad. Zaradi slabe pase je bila koli¢ina medu in drugih omenjenih institucij.
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