
ŠIROKOSPEKTRÁLNÍ TESTY
SCHVÁLENÉ V ČR 
PRO STANOVENÍ RIL 
V SYROVÉM KRAVSKÉM 
MLÉCE 
Pavlína Navrátilová 1, Jana Vyhnálková 1, 
Jaroslava Jeřábková 2

1 Ústav hygieny a technologie mléka, Veterinární 

a farmaceutická univerzita Brno, Palackého tř. 1/3, Brno

2 Státní veterinární ústav Jihlava, Rantířovská 93, 

Jihlava

BROAD-SPECTRUM TESTS APPROVED 
IN THE CZECH REPUBLIC TO DETERMINE
RESIDUES OF INHINBITORY SUBSTANCES 
IN RAW COW'S MILK

Abstrakt

K zajištění bezpečnosti mléka a mléčných výrobků je

nezbytná aplikace rychlých, selektivních, dostatečně

citlivých a spolehlivých screeningových metod pro detekci

reziduí veterinárních léčiv. Článek je zaměřen na

širokospektrální rychlotesty, které jsou rutinně využívány

pro detekci reziduí antimikrobiálních látek v syrovém

mléce. Popisuje princip testů, výhody a nevýhody použití

a jejich citlivost k vybraným veterinárním léčivům vzhle-

dem ke stanoveným MRL. V publikaci jsou ze široké

nabídky vybrány testy, které jsou uvedeny v ČR v Seznamu

veterinárních přípravků schválených dle zákona

č. 166/1999 Sb., o veterinární péči.
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Abstract

To ensure the safety of milk and milk products it is essen-

tial to apply fast, selective and sufficiently sensitive and

reliable screening methods for the detection of the residues

of the veterinary drugs. The article focuses on the commer-

cial microbiological tests that are routinely used for the

detection of the residues of these substances in raw cow's

milk. The article describes the principles of the tests,

advantages and disadvantages of their usage, their applica-

tion and sensitivity to the veterinary drugs with respect to

the MRL. The publication chooses from a wide range of the

selected tests on the market that are listed in the Czech

Republic in the List of Veterinary Medicinal Products

approved by Law No.166/1999 Coll., On veterinary care.
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Úvod

Aplikace antibiotik a chemoterapeutik ve veterinární

praxi k léčbě nebo k prevenci infekčních onemocnění

u hospodářských zvířat vede k výskytu reziduí těchto látek

ve svalovině, orgánech, mléce a vejcích. Rezidua těchto

látek, pokud jsou přítomná v surovinách živočišného půvo-

du, mohou představovat zdravotní rizika pro člověka. Proto

je indikace veterinárních léčivých přípravků (VLP)

u potravinových zvířat řízena přísnými pravidly, z nichž

nejdůležitější je dodržování předepsaných ochranných lhůt.

Nadměrné a neuvážlivé používání VLP ve veterinární praxi

má za následek rozvoj rezistence u saprofytických a pato-

genních mikroorganismů.

Veškeré VLP musí být registrovány. Jejich použití

u hospodářských zvířat v zemích EU je řízeno přísnými

pravidly, s cílem zabezpečit zdravotní nezávadnost surovin

a potravin živočišného původu. Farmakologicky účinné

látky jsou hodnoceny toxikologicky a na základě toxiko-

logického hodnocení jsou navrženy limitní hodnoty - ma-

ximální limity reziduí (MRL). MRL pro farmakologicky

účinné látky veterinárních přípravků v surovinách

živočišného původu uvádí Nařízení Komise (EU)

č. 37/2010. Kromě hygienického rizika představují rezidua

VLP v mléce také riziko pro mlékárenské technologie

využívající bakterie mléčného kvašení, zejména pro výrobu

fermentovaných mléčných výrobků, tvarohů a sýrů

(Botsoglou a Fletouris, 2001; Mitchell a kol., 1998; Roeder

a Roeder, 2000). VLP patří mezi hlavní zdroje reziduí

inhibičních látek (RIL) v surovinách a potravinách

živočišného původu. 

V posledních letech se s rozšiřujícím spektrem VLP, pro

které jsou stanoveny hodnoty MRL v surovinách

živočišného původu, mění i požadavky na metody pro

detekci RIL. Především v oborech, jakým je např. kontrola

zdravotní nezávadnosti potravin, vzrůstá požadavek na

spolehlivé, dostatečně citlivé, rychlé a nenákladné metody,

které je možné použít pro detekci širokého spektra léčiv

v různých matricích. Při detekci RIL je nezbytné kombino-

vat různé metody do integrovaného systému. Systém

kontroly RIL obvykle zahrnuje screeningové, post-

screeningové a konfirmační metody. 

Screeningové testy jsou první metody používané v pro-

gramech kontroly RIL, jejich cílem je stanovit přítomnost

nebo nepřítomnost těchto reziduí vzhledem ke stanoveným

MRL. Screeningové metody jsou definovány jako metody

poskytující přesné a spolehlivé informace, že analyt, který

je předmětem zájmu, není ve vzorku přítomný

v nebezpečných nebo nepovolených koncentracích. Při

plošném monitorování RIL v mléce jsou všeobecně nejvíce

využívány selektivní rychlotesty a širokospektrální

rychlotesty.

V České republice se "širokospektrální rychlotesty"

používají jako screeningové testy v centrálních labora-

tořích a v dalších akreditovaných laboratořích. Schválené

širokospektrální testy k detekci reziduí antimikrobiálních

látek v mléce jsou uvedeny v Seznamu veterinárních

přípravků schválených dle zákona č. 166/1999 Sb., o vete-

rinární péči: Eclipse 50, Eclipse 100, Delvo test SP-NT -

ampule, Delvo-test SP-NT mikrodestičky, Kalidos MP,

Kalidos TB.
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(princip agarové difuze). V případě, že nejsou ve vzorku

přítomna rezidua inhibičních látek, nebo je jejich koncen-

trace nižší než limit detekce, v průběhu inkubace testu

spory vyklíčí. Dochází k pomnožení testovacího kmene

a mikrobiální metabolismus (produkce dostatečného

množství kyselin fermentací přítomného sacharidu) způ-

sobí změnu pH media a následně změnu barvy přítomného

indikátoru z fialové na žlutou. Pokud jsou ve vzorku pří-

tomna rezidua antibiotik nebo chemoterapeutik, růst kmene

je inhibován, produkce kyselin je zpožděna a nedochází ke

změně barvy indikátoru, barva média zůstává fialová až

modro-fialová. Po ukončení inkubace se hodnotí vizuálně

zabarvení dolních 2/3 agaru, nebo se výsledek testu hodnotí

pomocí čtecího zařízení. Charakteristiku testů uvádí tabul-

ka č. 1. 

Nejvíce používané testy jsou Eclipse (Zeu-Inmunotec,

S.L., Spain), oba typy testů Eclipse 50 i Eclipse 100 jsou

určeny k testování kravského, kozího a ovčího mléka. Testy

jsou dodávány ve formátu mikrodestiček. Rozdíl mezi

oběma testy je v objemu aplikovaného vzorku mléka

a v provedení testu. Optimální inkubační doba je specifická

pro každou šarži testu. Kalidos (EuroClone S.p.A., Italy) -

test vhodný pro kontrolu syrového kravského, kozího

a ovčího mléka. Je dodáván v podobě ampulí (Kalidos TB-

Širokospektrální rychlotesty, princip

Širokospektrální rychlotesty řadíme do skupiny mikro-

biologických inhibičních metod. Komerčně vyráběné

širokospektrální rychlotesty, se mohou navzájem lišit

druhem testovacího mikroorganismu, použitým indiká-

torem, inkubační dobou a teplotou, spektrem detekovatel-

ných látek a detekčními limity pro RIL. Širokospektrální

rychlotesty jsou obecně založeny na detekci inhibice růstu

citlivých bakteriálních kmenů. Většina testů využívá jako

testovací mikroorganismus Geobacillus stearother-
mophilus var. calidolactis, který je vynikajícím testovacím

mikroorganismem pro své vlastnosti, z nichž nejvýznam-

nější je, jak uvádí Katz a Siewierski (1995), schopnost

rychlého růstu při zvýšených teplotách (64 °C) a vysoká

citlivost ke skupině β-laktamových antibiotik.

Širokospektrální testy jsou založeny na následujícím

principu. Ampule nebo jamky mikrodestičky obsahují

agarové médium inokulované standardizovaným

množstvím spor kmene G. stearothermophilus v.c., oboha-

cené o nutriční látky a obsahující indikátor pH. Vzorek

mléka je aplikován na povrch média většinou přímo, bez

předchozí úpravy. Během inkubace, která probíhá při

teplotě asi 65 °C, vzorek difunduje do agarového media
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Antimikrobiální MRL Delvotest® Eclipse Eclipse Kalidos MP Kalidos TB
látka SP-NT* ampule 50 test 100 test

PPeenniicciilliinn 4 3 3-4 3 2-4 2-4
AAmmppiicciilliinn 4 3 4-5 4 3-4 3-4
CCllooxxaacciilliinn 30 16 35 30 15-40 15-40

CCeeffaalloonniiuumm 20 8 20 20 neuvedeno neuvedeno
TTeettrraaccyykklliinn 100 700 100 100 100-200 100-200

OOxxyytteettrraaccyykklliinn 100 680 100 100 100-200 100-200
SSuullffaaddiiaazziinnee 100 170 100 100 25-100 25-100
GGeennttaammiicciinn 100 200 400 200 neuvedeno neuvedeno
NNeeoommyycciinn 1500 340 1500 400 neuvedeno neuvedeno

SSttrreeppttoommyycciinn 200 1800 1500 400 400-800 400-800
EErryyttrroommyycciinn 40 180 400-800 200 neuvedeno neuvedeno

TTyylloossiinn 50 50 80-100 40 neuvedeno neuvedeno

Tab. 2 Detekční limity širokospektrálních testů k vybraným VP vzhledem ke stanoveným MRL

Test Testovací Inkubační podmínky Indikátor Objem     Hodnocení 
mikroorganismus Teplota [°C] Doba vzorku [μl] výsledku

EEcclliippssee  5500 G. stearothermophilus 65 specifická pro danou soupravu  brom-kresolová červeň 50 vizuálně / fotometricky
var. calidolactis (2-3 hod.)

EEcclliippssee  110000 G. stearothermophilus specifická pro danou soupravu brom-kresolová červeň 100 vizuálně / fotometricky
var. calidolactis 65 (2-3 hod.)

KKaalliiddooss  MMPP G. stearothermophilus 65 specifická pro danou soupravu brom-kresolová červeň 50 vizuálně / specifický 
var. calidolactis (2,5-3 hod.) software a skener

KKaalliiddooss  TTBB G. stearothermophilus 65 specifická pro danou soupravu brom-kresolová červeň 100 vizuálně / specifický 
var. calidolactis (2,5-3 hod.) software a skener

DDeellvvoo--tteesstt®®
G. stearothermophilus 64 ± 0,5 3* hod. brom-kresolová červeň 100 vizuálně / specifický 

SSPP--NNTT  --  aammppuullee var. calidolactis software a skener
DDeellvvoo--tteesstt®®

G. stearothermophilus 64 ± 0,5 3* hod. brom-kresolová červeň 100 vizuálně / specifický 
SSPP--NNTT  ddeessttiiččkkyy var. calidolactis software a skener

Tab. 1 Přehled širokospektrálních testů uvedených v Seznamu veterinárních přípravků schválených dle zákona

č. 166/1999 Sb., o veterinární péči

* fixní odečítací čas

* detekční limit ve fixním odečítacím čase 
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nismu. Například lysozym a laktoferin difundují pouze do

malé vzdálenosti, a proto neovlivní růst mikroorganismu

v celé vrstvě média. Laktoferin a lysozym jsou silně ba-

zické proteiny a při neutrálním pH mají pozitivní náboj.

Jejich difuze v mediu (u agarových difuzních metod) je

přerušena interakcemi s negativně nabitými sulf-

hydrylovými skupinami agaru (Carlsson a kol., 1989).

Proto se doporučuje při hodnocení výsledků testů odečítat

zabarvení dolních 2/3 agaru v ampuli nebo v jamkách

mikrodestiček. 

Závěr 

I přes řadu nevýhod patří širokospektrální rychlotesty již

od 70. let dvacátého století k důležitým screeningovým

metodám detekce RIL v mléce především proto, že jsou

schopné detekovat přítomnost širokého spektra veteri-

nárních léčivých přípravků, které se používají při léčení

potravinových zvířat. 
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100 testů), nebo v podobě mikrodestiček (Kalidos MP-3 x

96 testů). Optimální inkubační doba je specifická a je uve-

dena v certifikátu u každé soupravy. Delvotest® SP-NT
(DSM Food Specialties B.V., the Netherlands) je test

určený podle výrobce k vyšetření syrového kravského

mléka. Test je dodáván ve formě ampulí nebo mikrodes-

tiček. Inkubační doba je 3 hodiny (tzv. fixní odečítací čas).

V případě, že je současně testována negativní kontrola,

může být inkubační doba ukončena v době, kdy se barva

negativní kontroly změní na žlutou (kontrolní čas negativní

kontroly).

Při práci s testy je důležité dodržovat zásady správné la-

boratorní praxe, kontrolovat pH vyšetřovaného vzorku,

důsledně dodržovat teplotu a dobu inkubace dle doporučení

výrobce a současně se vzorkem vždy aplikovat negativní

kontrolu (indikuje správnou dobu inkubace). Doporučuje

se i použití pozitivní kontroly. 

Výhody testů

Výhodou testů je, že mají široké detekční spektrum, jsou

jednoduché na provedení a časově nenáročné, nejsou

finančně nákladné a je možné je využít pro screening

velkého počtu vzorků (Mitchell a kol, 1998). 

Nevýhody testů

Testy mají i nedostatky limitující jejich použití: jsou

pouze kvalitativní, neumožňují specifickou identifikaci

antibiotik, mají limitované detekční hladiny pro řadu VLP.

Další nevýhodou je, že vykazují vysokou citlivost k β-lak-

tamovým antibiotikům, především k penicilinu (tabulka

č. 2). Testy jsou méně citlivé vůči některým běžně

používaným léčivům (streptomycin), některá léčiva nede-

tekují vůbec (chloramfenikol). 

Výskyt falešně-pozitivních a negativních
výsledků

Přirozené antimikrobiální látky, pokud jsou v mléce pří-

tomny ve vyšších koncentracích, mohou být u těchto testů

příčinou falešně-pozitivních výsledků při vyšetření indi-

viduálních vzorků mléka. Výskyt falešně-pozitivních

výsledků může souviset i se zvýšeným počtem somatic-

kých buněk v mléce (van Eenennaam a kol., 1993; Andrew,

2001; Kang a kol., 2005). Vliv přirozeně se vyskytujících

antibakteriálních látek lze u těchto testů eliminovat modi-

fikací pracovního postupu - například tepelným ošetřením

vzorku mléka, kdy dochází k inaktivaci těchto látek.

Falešně-negativní výsledek může být způsoben kyselým

pH vzorku (pH < 6).

VLP i přirozené antimikrobiální látky jsou schopné

difundovat do agaru a ovlivnit růst testačního mikroorga-
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