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IN RAW COW'S MILK

Abstrakt

K zajisténi bezpecnosti mléka a mlécnych vyrobki je
nezbytnd aplikace rychlych, selektivnich, dostateéné
citlivych a spolehlivych screeningovych metod pro detekci
rezidui veterinarnich 1é¢iv. Cldnek je zaméfen na
sirokospektralni rychlotesty, které jsou rutinné vyuzivany
pro detekci rezidui antimikrobidlnich latek v syrovém
mléce. Popisuje princip testd, vyhody a nevyhody pouZiti
a jejich citlivost k vybranym veterinarnim 1é¢ivim vzhle-
dem ke stanovenym MRL. V publikaci jsou ze Siroké
nabidky vybrany testy, které jsou uvedeny v CR v Seznamu
veterinarnich  pfipravkil schvalenych dle zakona
¢. 166/1999 Sb., o veterinarni péci.
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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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Uvod

Aplikace antibiotik a chemoterapeutik ve veterinarni
praxi k 1é¢bé nebo k prevenci infekénich onemocnéni

u hospodarskych zvirat vede k vyskytu rezidui téchto latek
ve svaloviné, organech, mléce a vejcich. Rezidua téchto
latek, pokud jsou pritomna v surovinach Zivo¢isného ptivo-
du, mohou predstavovat zdravotni rizika pro ¢lovéka. Proto
je indikace veterinarnich lécivych pripravka (VLP)
u potravinovych zvifat fizena pfisnymi pravidly, z nichz
nejdualeZzitéjsi je dodrZovani predepsanych ochrannych lht.
Nadmérné a neuvazlivé pouzivani VLP ve veterindrni praxi
ma za nasledek rozvoj rezistence u saprofytickych a pato-
gennich mikroorganismd.

Veskeré VLP musi byt registrovany. Jejich pouziti
u hospodarskych zvifat v zemich EU je fizeno pfisnymi
pravidly, s cilem zabezpecit zdravotni nezdvadnost surovin
a potravin zivocisného pivodu. Farmakologicky tucinné
latky jsou hodnoceny toxikologicky a na zakladé toxiko-
logického hodnoceni jsou navrzeny limitni hodnoty - ma-
ximalni limity rezidui (MRL). MRL pro farmakologicky
ucinné latky veterindrnich pfipravki v surovinach
zivo¢isSného pavodu uvddi Nafizeni Komise (EU)
¢. 37/2010. Kromé hygienického rizika predstavuji rezidua
VLP v mléce také riziko pro mlékdrenské technologie
vyuzivajici bakterie mlécného kvasSeni, zejména pro vyrobu
fermentovanych mléénych vyrobki, tvaroht a syrd
(Botsoglou a Fletouris, 2001; Mitchell a kol., 1998; Roeder
a Roeder, 2000). VLP patfi mezi hlavni zdroje rezidui
inhibi¢nich latek (RIL) v surovindch a potravinach
Zivocisného ptuvodu.

V poslednich letech se s rozsifujicim spektrem VLP, pro
které jsou stanoveny hodnoty MRL v surovinich
zivo¢isného puvodu, méni i pozadavky na metody pro
detekci RIL. Pfedev§im v oborech, jakym je napf. kontrola
zdravotni nezavadnosti potravin, vzrustd pozadavek na
spolehlivé, dostate¢né citlivé, rychlé a nendkladné metody,
které je mozné pouzit pro detekci Sirokého spektra léciv
v riznych matricich. Pfi detekci RIL je nezbytné kombino-
vat rizné metody do integrovaného systému. Systém
kontroly RIL obvykle zahrnuje screeningové, post-
screeningové a konfirmacni metody.

Screeningové testy jsou prvni metody pouZivané v pro-
gramech kontroly RIL, jejich cilem je stanovit pfitomnost
nebo nepiitomnost téchto rezidui vzhledem ke stanovenym
MRL. Screeningové metody jsou definovany jako metody
poskytujici presné a spolehlivé informace, Ze analyt, ktery
je predmétem ziajmu, neni ve vzorku pritomny
v nebezpecnych nebo nepovolenych koncentracich. Pri
plosném monitorovani RIL v mléce jsou vSeobecné nejvice
vyuzivany selektivni rychlotesty a Sirokospektralni
rychlotesty.

V Ceské republice se "Sirokospektrdlni rychlotesty"
pouzivaji jako screeningové testy v centrdlnich labora-
tofich a v dalSich akreditovanych laboratofich. Schvalené
Sirokospektralni testy k detekci rezidui antimikrobidlnich
latek v mléce jsou uvedeny v Seznamu veterinarnich
pripravku schvalenych dle zakona ¢. 166/1999 Sb., o vete-
rinarni péci: Eclipse 50, Eclipse 100, Delvo test SP-NT -
ampule, Delvo-test SP-NT mikrodesticky, Kalidos MP,
Kalidos TB.
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Tab. 1 Prehled Sirokospektralnich test( uvedenych v Seznamu veterinarnich pfipravk( schvélenych dle zékona

C. 166/1999 Sh., o veterindrni péci

Testovaci

Inkubaéni podminky

Indikator Objem Hodnoceni

mikroorganismus  Teplota [°C] Doba vzorku [pl] vysledku
Eclipse 50 G. stearothermophilus 65 specificka pro danou soupravu |  brom-kresolova Cerven 50 vizualné / fotometricky
var. calidolactis (2-3 hod.)
Eclipse 100 G. stearothermophilus specifickd pro danou soupravu | brom-kresolovd cerven 100 vizudiné / fotometricky
var. calidolactis 65 (2-3 hod.)
Kalidos MP G. stearothermophilus 65 specifickd pro danou soupravu | brom-kresolovd Cerven 50 vizudiné / specificky
var. calidolactis (2,5-3 hod.) software a skener
Kalidos TB G. stearothermophilus 65 specifickd pro danou soupravu | brom-kresolovd cerven 100 vizudiné / specificky
var. calidolactis (2,5-3 hod.) software a skener
Delvo-test® G. stearothermophilus 64 £ 0,5 3* hod. brom-kresolova cerven 100 vizudiné / specificky
SP-NT - ampule var. calidolactis software a skener
Delvo-test® G. stearothermophilus 64 £ 0,5 3* hod. brom-kresolovd cerven 100 vizudiné / specificky
SP-NT desticky var. calidolactis software a skener

* fixni odecitaci €as
Sirokospektralni rychlotesty, princip

Sirokospektrélni rychlotesty fadime do skupiny mikro-
biologickych inhibi¢nich metod. Komeréné vyrabéné
Sirokospektralni rychlotesty, se mohou navzijem liSit
druhem testovaciho mikroorganismu, pouzitym indiké-
torem, inkubacni dobou a teplotou, spektrem detekovatel-
nych litek a detekénimi limity pro RIL. Sirokospektrélni
rychlotesty jsou obecné zaloZeny na detekci inhibice rastu
citlivych bakteridlnich kmenti. VEtSina testd vyuziva jako
testovaci mikroorganismus Geobacillus stearother-
mophilus var. calidolactis, ktery je vynikajicim testovacim
mikroorganismem pro své vlastnosti, z nichZ nejvyznam-
néjsi je, jak uvadi Katz a Siewierski (1995), schopnost
rychlého riistu pti zvySenych teplotich (64 °C) a vysoka
citlivost ke skupiné B-laktamovych antibiotik.

Sirokospektrdlni testy jsou zaloZeny na nasledujicim
principu. Ampule nebo jamky mikrodesticky obsahuji
agarové médium inokulované standardizovanym
mnozstvim spor kmene G. stearothermophilus v.c., oboha-
cené o nutricni latky a obsahujici indikator pH. Vzorek
mléka je aplikovan na povrch média vétSinou piimo, bez
predchozi upravy. Béhem inkubace, ktera probiha pfi
teploté asi 65 °C, vzorek difunduje do agarového media

(princip agarové difuze). V pripadé€, Ze nejsou ve vzorku
pfitomna rezidua inhibi¢nich latek, nebo je jejich koncen-
trace niZ$i nez limit detekce, v pribéhu inkubace testu
spory vykli¢i. Dochdzi k pomnoZeni testovactho kmene
a mikrobidlni metabolismus (produkce dostatecného
mnozstvi kyselin fermentaci pritomného sacharidu) zpl-
sobi zménu pH media a nasledné zménu barvy pritomného
indikatoru z fialové na zlutou. Pokud jsou ve vzorku pfi-
tomna rezidua antibiotik nebo chemoterapeutik, rast kmene
je inhibovan, produkce kyselin je zpozdéna a nedochazi ke
zméné barvy indikatoru, barva média zlstava fialova az
modro-fialova. Po ukonceni inkubace se hodnoti vizualné
zabarveni dolnich 2/3 agaru, nebo se vysledek testu hodnoti
pomoci Cteciho zarizeni. Charakteristiku testt uvadi tabul-
ka¢. 1.

Nejvice pouzivané testy jsou Eclipse (Zeu-Inmunotec,
S.L., Spain), oba typy testi Eclipse 50 i Eclipse 100 jsou
urceny k testovani kravského, koziho a ovciho mléka. Testy
jsou dodavany ve formatu mikrodestiek. Rozdil mezi
obéma testy je v objemu aplikovaného vzorku mléka
a v provedeni testu. Optimalni inkubacni doba je specificka
pro kazdou Sarzi testu. Kalidos (EuroClone S.p.A., Italy) -
test vhodny pro kontrolu syrového kravského, koziho
a ov¢iho mléka. Je dodavan v podobé ampuli (Kalidos TB-

Tab. 2 Detekéni limity Sirokospektralnich test k vybranym VP vzhledem ke stanovenym MRL

Antimikrobialni Delvotest® Eclipse Eclipse Kalidos MP Kalidos TB
latka SP-NT* ampule 50 test 100 test
Penicilin 4 3 3-4 3 2-4 2-4
Ampicilin 4 3 4-5 4 3-4 3-4
Cloxacilin 30 16 35 30 15-40 15-40
Cefalonium 20 8 20 20 neuvedeno neuvedeno
Tetracyklin 100 700 100 100 100-200 100-200
Oxytetracyklin 100 680 100 100 100-200 100-200
Sulfadiazine 100 170 100 100 25-100 25-100
Gentamicin 100 200 400 200 neuvedeno neuvedeno
Neomycin 1500 340 1500 400 neuvedeno neuvedeno
Streptomycin 200 1800 1500 400 400-800 400-800
Erytromycin 40 180 400-800 200 neuvedeno neuvedeno
Tylosin 50 50 80-100 40 neuvedeno neuvedeno

* detekeni limit ve fixnim odecitacim Case
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100 testd), nebo v podobé mikrodesti¢ek (Kalidos MP-3 x
96 testir). Optimalni inkubacni doba je specifickd a je uve-
dena v certifikdtu u kazdé soupravy. Delvotest® SP-NT
(DSM Food Specialties B.V., the Netherlands) je test
uréeny podle vyrobce k vySetfeni syrového kravského
mléka. Test je dodavan ve formé ampuli nebo mikrodes-
ticek. Inkubac¢ni doba je 3 hodiny (tzv. fixni odecitaci cas).
V pripadé, Ze je souCasné testovdna negativni kontrola,
miZe byt inkubacni doba ukoncena v dobé&, kdy se barva
negativni kontroly zméni na Zlutou (kontrolni ¢as negativni
kontroly).

P1i praci s testy je dulezité dodrzovat zasady spravné la-
boratorni praxe, kontrolovat pH vysetfovaného vzorku,
duasledné dodrZovat teplotu a dobu inkubace dle doporuceni
vyrobce a soucasné se vzorkem vZzdy aplikovat negativni
kontrolu (indikuje spravnou dobu inkubace). Doporucuje
se 1 pouZiti pozitivni kontroly.

Vyhody testii

Vyhodou testi je, Ze maji Siroké detekéni spektrum, jsou
jednoduché na provedeni a Casové nendrocné, nejsou
finanéné nakladné a je mozZné je vyuZit pro screening
velkého poctu vzorka (Mitchell a kol, 1998).

Nevyhody testii

Testy maji i nedostatky limitujici jejich pouziti: jsou
pouze kvalitativni, neumoziuji specifickou identifikaci
antibiotik, maji limitované detek¢ni hladiny pro fadu VLP.
Dalsi nevyhodou je, Ze vykazuji vysokou citlivost k [-lak-
tamovym antibiotikiim, pfedev§im k penicilinu (tabulka
¢. 2). Testy jsou méné citlivé vici nékterym béZné
pouzivanym léciviim (streptomycin), nékterd 1éciva nede-
tekuji viibec (chloramfenikol).

Vyskyt faleSné-pozitivnich a negativnich
vysledkii

Pfirozené antimikrobidlni latky, pokud jsou v mléce pfi-
tomny ve vyssich koncentracich, mohou byt u téchto testl
pricinou falesné-pozitivnich vysledkt pri vySetfeni indi-
vidudlnich vzorki mléka. Vyskyt faleSné-pozitivnich
vysledki miZe souviset i se zvySenym poctem somatic-
kych bunék v mléce (van Eenennaam a kol., 1993; Andrew,
2001; Kang a kol., 2005). Vliv pfirozené se vyskytujicich
antibakteridlnich latek Ize u téchto testi eliminovat modi-
fikaci pracovniho postupu - napfiklad tepelnym oSetfenim
vzorku mléka, kdy dochazi k inaktivaci téchto latek.
Falesné-negativni vysledek muize byt zptisoben kyselym
pH vzorku (pH < 6).

VLP i pfirozené antimikrobidlni latky jsou schopné
difundovat do agaru a ovlivnit rust testaéniho mikroorga-

nismu. Napftiklad lysozym a laktoferin difunduji pouze do
malé vzdalenosti, a proto neovlivni rast mikroorganismu
v celé vrstvé média. Laktoferin a lysozym jsou silné ba-
zické proteiny a pfi neutralnim pH maji pozitivni néboj.
Jejich difuze v mediu (u agarovych difuznich metod) je
prerusena interakcemi s negativné nabitymi sulf-
hydrylovymi skupinami agaru (Carlsson a kol., 1989).
Proto se doporucuje pti hodnoceni vysledki testi odecitat
zabarveni dolnich 2/3 agaru v ampuli nebo v jamkdch
mikrodesticek.

Zaver

I pres fadu nevyhod patfi Sirokospektralni rychlotesty jiZ
od 70. let dvacatého stoleti k dulezitym screeningovym
metodam detekce RIL v mléce pfedev§im proto, Ze jsou
schopné detekovat pritomnost Sirokého spektra veteri-
narnich 1éCivych pripravku, které se pouzivaji pri léceni
potravinovych zvirat.
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