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THE PLATE DIFFUSION METHOD
FOR DETERMINING INHIBITORY SUBSTANCE
RESIDUES IN MILK

Souhrn

Pro ochranu zdravi spotfebitele i pro zajiSténi kvalitni
suroviny pro vyrobu mléénych vyrobku je nezbytna kon-
trola pfitomnosti rezidui inhibi¢nich latek v mléce.

Plotnova difuzni metoda zaujima po fadu let vyznamné
postaveni v systému kontroly rezidui antimikrobidlnich
latek v surovinach a potravinach Zivoci§ného pivodu v CR
i ve svété. Clanek poskytuje informaci o historii vyvoje
plotnovych metod a o jejich vyuZiti v souc¢asnosti.
Klicova slova: plotnova difuzni metoda, vyuziti, princip

Summary

To protect the health of a consumer and to ensure the
quality of raw milk in the production of dairy products, it is
necessary to monitor the presence of inhibitory substance
residues in milk. The plate diffusion method holds an
important position in the monitoring system for antimicro-
bial substance residues in raw materials and foodstuffs of
animal origin in the Czech Republic and in the world. This
article provides information about the historical develop-
ment of the plate diffusion method and informs about its
current use.

Key words: plate diffusion method, use, principle

Uvod

Z historického hlediska je analyza rezidui antimikrobidl-
nich latek v potravinich relativné mlada disciplina. Prvni
znepokojeni vztahujici se k pfitomnosti rezidui antibiotik
v potravinach bylo vysloveno zpracovateli mléka, ktefi si
vsimli, Ze mléko kontaminované antibiotiky inhibuje rtst
startovacich kultur pouZzivanych v mlékarenském pramyslu
a také ovliviiuje vysledek testu s metylenovou modfi.
Impuls pro vyvoj a zavedeni metod pro kontrolu rezidui
inhibi¢nich latek (RIL) vySel od zpracovateli mléka.
V obdobi 1947-1967 se intenzivné pracovalo na vyvoji
metod a nasledné byla fada metod pro detekci RIL v mléce
uvedena do praxe. K prvnim metoddm vyuZitym pro kon-
trolu pritomnosti rezidui antimikrobidlnich latek v potravi-
nach patfily mikrobiologické metody, i kdyZ byly ptivodné
vyvinuty pro aplikaci v klinické mediciné. Do skupiny
mikrobiologickych inhibi¢nich metod fadime plotnové
difuzni metody, které zaujimaji od 60. let 20. stoleti
dilezité postaveni v systému kontroly rezidui antimikro-
bidlnich latek v surovinach a potravinich ZzivociSného
puvodu (Mitchell a kol., 1998, de Brabander a kol., 2009).

JiZ v roce 1952 byl aplikovan prvni mikrobiologicky
inhibi¢ni test s testovacim kmenem Bacillus subtilis. V roce
1978 byla vyvinuta standardni plotnova metoda s kmenem
Bacillus stearothermophilus (Mitchell a kol., 1998)
a v roce 1980 byla v Némecku predstavena Bogaertsem
a Wolfem 4-plotnova metoda, kterd se dodnes vyuziva a je
soucasti multi-plotnovych metod. IDF se koncem 70. let
20. stoleti zacala intenzivné vénovat problematice RIL
v mléce. V roce 1987 bylo vydano specialni ¢islo bulletinu
(Bulletin 283/1993) zaméfené na vyznam RIL v mléce
a metody detekce RIL. Plotnové difuzni metody byly
zatazeny mezi screeningové metody a doporuceny i jako
post-screeningové konfirmacni metody. Na zaklade
doporuceni IDF byly v praxi aplikovany nasledujici plot-
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nové metody: napf. metoda s Bacillus stearothermophilus,
3-plotnova metoda s kmeny Bacillus stearothermophilus
var. calidolactis, Bacillus subtilis a Bacillus megaterium
a 6-plotnova metoda s testovacimi kmeny Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Sarcina lutea, Escherichia coli, Bacillus
stearotermophilus var. calidolactis (Heeschen, 1993).

I v Ceské republice byla plotnovd difuzni metoda
pomérné brzy vyuZivana k detekci RIL v mléce. Oborova
norma 57 0531, kterd byla navrzena v roce 1980 (s plat-
nosti od roku 1982), uvadéla dvé metody pro stanoveni
RIL: plotnovou metodu s testovacim mikroorganismem
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis a déale zku-
mavkovou metodu s kmenem Streptococcus thermophilus
Lactoflora T 280 (Havlova a kol., 1993). V roce 1990
vydala SVS CR Veterinarni laboratorni metodiky pro
hygienu potravin. Nedilnou soucasti metodik byly metody
pro detekci RIL v potravinach. Zakladnimi screeningovymi
metodami byly plotnové metody - metoda s kmenem
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis C 953
a 4-plotnova metoda s kmeny Bacillus subtilis a Micro-
coccus luteus (SVS CR a SVS SR, 1990).

Princip metod

Princip mikrobiologickych metod vychézi ze spolecné
vlastnosti antimikrobidlnich latek: schopnosti inhibice
rustu mikroorganismt. Metody jsou zalozeny na specifické
reakci mezi citlivym bakteridlnim kmenem a latkou
s antimikrobidlnim udcinkem pfitomnou ve vzorku
a umoznuji kvalitativni nebo semi-kvantitativni stanoveni
(Chafer-Pericas a kol., 2010).

Plotnova difuzni metoda se provadi na Petriho miskach,
které obsahuji vrstvu agarového media inokulovaného
testovacim kmenem. Vzorky mléka se aplikuji na sterilni
papirovy disk o standardni velikosti a absorpcni schopnos-
ti, disky se po nasyceni vzorkem pokladaji na povrch agaru.
Pokud vzorek obsahuje RIL, na které je testovaci mikroor-
ganismus citlivy, inhibiéni latky (IL) béhem inkubace
difunduji do media (princip agarové difuze) a dochazi
k inhibici rtstu testovaciho kmene. Pfitomnost inhibi¢nich
latek v testovaném vzorku je indikovana vytvorenim zény
inhibice rustu (Botsoglou a Fletouris, 2001; Mitchell a kol.,
1998).

Vyuziti plotnovych metod v soucasnosti

V névaznosti na neustdle se rozsifujici spektrum veteri-
narnich 1é¢iv pouZzivanych pro lé¢eni potravinovych zvirat,
které maji stanovené limity (maximalni limit rezidui,
MRL) a jejichz rezidua se mohou vyskytovat v surovinach
a potravindch zivociSného puvodu, se pozadavky na
metody pro detekci antimikrobidlnich latek v poslednich
desetiletich vyrazné zménily. Aby byly uspokojeny tyto
pozadavky a sou€asné bylo zabranéno vstupu kontamino-
vanych produkti do potravinového fetézce, byla vyvinuta
nebo modifikovana tada mikrobiologickych metod
s dostatecnou citlivosti k Sirokému spektru latek. Byly pub-

likovany studie zabyvajici se plotnovymi difuznimi meto-
dami pro detekci rezidui antimikrobidlnich latek v surovi-
nach zivocisného puvodu s cilem zvysit citlivost metod,
stanovit limity detekce metod pro rizné antimikrobidlni
latky, vyvinout nové multi-plotnové systémy, aplikovat
nové testovaci kmeny, upravit citlivost metod tak, aby byla
v souladu s poZadavky soucasné legislativy (Okerman
a kol., 2004; Nouws a kol., 1999; Gaudin a kol., 2004,
Mitchell a kol., 1998).

Ve svété i v zemich ES jsou aplikovany riizné varianty
plotnovych difuznich metod. Laboratore vyuZivaji speci-
fické postupy liSici se zvolenymi testovacimi kmeny
a poctem testovacich ploten.

Ceskd republika

V Ceské republice je standardizovana plotnova difuzni
metoda referen¢ni metodou pro stanoveni RIL v surovinach
a potravinach zivocisného puvodu. Plotnova difuzni meto-
da se provadi podle Metodického pokynu na stanoveni RIL
ve tkénich, mléce, vejcich a potravinach ze dne 1. 6. 2008,
ktery vydala Narodni referencni laborator pro mykotoxiny
a dalSi prirodni toxiny, barviva a antibakteridlni (inhibi¢ni)
latky a rezidua veterinarnich 1éciv (NRL, 2008).

Plotnova difuzni metoda v soucasné dobé pouziva
6 testovacich ploten (tabulka ¢. 1). Zaklad metody tvori
ptvodni ctyf-plotnovd metoda (Bogaerts a Wolf, 1980)
s 2 testovacimi kmeny Bacillus subtilis BGA a Kocuria
rhizophila. Metoda vyuZiva odlisné pH testovaciho agaru,
riznou teplotu inkubace a pridavek specifickych latek
k potencovani ucinku nékterych 1é¢iv (trimethoprim-sul-
fonamidy). Metoda umoziuje skupinovou identifikaci
tetracyklinovych, aminoglykosidovych, makrolidovych
antibiotik a sulfonamidd (tabulka ¢. 2). Soucasti plotnové
metody je dale plotna s kmenem Geobacillus stearother-
mophilus var. calidolactis C 953 vykazujici citlivost prede-
v§im k B-laktamovym antibiotikim a aminoglykosidtim.
V roce 2008 byla plotnovd metoda rozSifena o plotnu
s kmenem Escherichia coli pro detekci chinolonovych
1éCiv.

Pfi vySetfeni vzorku mléka se postupuje nasledujicim
zpusobem: sterilni disk (napt. Blank Paper Disc, 12,7 mm)
se ponorti ¢astecné do vzorku, necha se nasdknout mlékem

Tab. 1 Referenéni plotnova difuzni metoda v CR: prehled
ploten, testovacich kmend, pH pdd a inkubacnich
podminek

Plotna Testovaci kmen pH Inkubaéni podminky
agaru Teplota  Dobha
[°C] [hod]
1 Bacillus subtilis BGA CCM 4062 | 6,0 30 18-24
2 Bacillus subtilis BGA CCM 4062 | 8,0 30 18-24
3 Kocuria rhizophila CCM 552 8,0 37 18-24
4 Bacillus subtilis BGA CCM 4062 | 7,2 30 18-24
+TMP*
5 Geobacillus stearothermophilus | 8,0 64 5 (18-24)
v.c. C 953 CCM 5965
6 Escherichia coli CCM 7372 8,0 37 18-24
*trimethoprim
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Tab. 2 Plotnova difuzni metoda v CR: citlivost ploten
Citlivost ke skupiné Iéciv

1 tetracykliny

aminoglykosidy

B-laktamy a makrolidy

sulfonamidy a tetracykliny

B-laktamy a aminoglykosidy

chinolony

Plotna ¢.

D O B W N

a prebytek mléka se odstrani otfenim disku o vnitini stranu
vzorkovnice. Disky se vzorky se polozi na povrch testo-
vaciho agaru na Petriho misce. Po inkubaci se za pozitivni
vysledek oznacuje uplnd inhibice ristu testovaciho kmene
v prstencové zoné kolem disku s mlékem. Velikost
inhibiéni zény (IZ) se méfi kalibrovanym méfidlem v mm,
a to od okraje disku k vnéjSimu okraji zény. U plotny €. 5
je vzorek pozitivni v pripadé, Ze velikost IZ je > 1 mm,
u ostatnich ploten = 2 mm. Plotnova metoda je semi-kvan-
titativni metoda, podle velikosti IZ je moZné v nékterych
pfipadech odhadnout pfibliZné koncentraci IL ve vzorku.

Evropské spolecenstvi

V zemich Evropského spolecenstvi je STAR metoda (Star
Protocol, 2002) oficidlni schvéalenou a doporucenou metodou
referencni laboratofi Evropského spolecenstvi. STAR metoda
se lisi od metody uZivané v CR (tabulka ¢. 3) vyb&rem testo-
vacich kment, citlivosti ploten, ale i v metodickém postupu,
napf. mnoZstvim testovaciho agaru v Petriho misce a velikosti
diskd pouzivanych k vySetfeni vzorkt mléka.

Tab. 3 STAR metoda

Testovaci kmen

Bacillus stearothermophilus 74
var. calidolactis ATCC 10149

pH agaru Citlivost ke skupiné léciv

sulfonamidy a B-laktamy

Bacillus subtilis BGA DSMZ 618 7,2 aminoglykosidy
Bacillus cereus ATCC 11778 6,0 tetracykliny

Kocuria varians ATCC 9341 8,0 makrolidy a B-laktamy
Escherichia coli ATCC 11303 8,0 chinolony

Vyhody a nevyhody plotnové metody

Podobné jako vétSina mikrobiologickych inhibi¢nich
metod jsou vybornymi screeningovymi metodami proto, Ze
jsou schopné detekovat soucasné velké mnoZstvi riznych
antibakteridlnich latek s rtiznou chemickou strukturou.
Soucasné umoziiuji skupinovou identifikaci antibakterial-
nich latek, pouZivaji se proto i jako post-screeningové
konfirmacni metody (Gaudin a kol., 2004; Botsoglou
a Fletouris, 2001).

Citlivost agarovych difiznich metod mohou ovlivnit
ruzné faktory napr.: pH agarového média a jeho mnozstvi
v Petriho misce, druh testovaciho mikroorganismu a kon-
centrace bun€k nebo spor v agarovém mediu, zptisob
aplikace vzorku, druh vzorku aj. (Botsoglou a Fletouris,
2001). Citlivost plotnovych metod vyznamné kolisa
v zavislosti na druhu detekované antibakteridlni latky.

Testovaci kmeny nejsou shodné citlivé ke vSem antibakte-
ridlnim latkdm, proto se vyuZivd multi-plotnovd metoda
s raznymi testovacimi bakteridlnimi kmeny. Nékteré
antibakterialni latky jsou detekovany s vyssi uspésnosti,
jiné méné uspesné (Brabander a kol., 2009).

Plotnové metody detekuji antibakterialni latky inhibujici
rust vybranych citlivych testovacich kment. Nejsou vSak
schopné detekovat pritomnost metabolitt, které nevykazuji
inhibi¢ni Gc¢inky nebo nehydrolyzované konjugaty antibak-
teridlnich latek. Plotnové mikrobiologické inhibi¢ni
metody neposkytuji dplnou informaci o vySetfovaném
vzorku. Pokud je vzorek po vySetfeni negativni, vysledek
nemusi vZdy znamenat nepiitomnost veterinarnich 1éciv,
protoze ne vSechna léCiva a jejich metabolity vykazuji
antibakteridlni aktivitu (Botsoglou a Fletouris, 2001).
Neékteré latky, prirozené se vyskytujici v mléce, mohou
rovnéZ v nékterych piipadech vykazovat inhibi¢ni ucinky
interferujici s analyzou (Mitchell a kol., 1998). Nevyhodou
téchto metod je dlouhd inkubacni doba (18-24 hod.)
a naro€nost provedeni, proto neni mozné je vyuZit
v prvovyrobé mléka a v mlékarenském primyslu.

Zaver

V soucasnosti trvd snaha neustdle zdokonalovat metody
pro detekci RIL v souvislosti se stile se rozsifujicim spek-
trem antimikrobidlnich latek pouzivanych ve veterinarni
praxi. Mikrobiologické inhibi¢ni metody jsou v praxi
Siroce pouzivany a neni pravdépodobné, Ze budou v blizké
budoucnosti nahrazeny jinymi technikami, protoZe jsou
schopné detekovat Siroké spektrum antibakteridlnich latek
s riznou chemickou strukturou.
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OBSAH IMUNOGLOBULINU JAKO
INDIKATOR KVALITY KOLOSTRA
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Content of immunoglobulins as quality
indicator of colostrum

Abstrakt

Vzhledem k vysokému obsahu biologicky aktivnich latek
se kolostrum stava duleZitou surovinou pro vyrobu
potravnich dopliikl a funkénich potravin. Indikatorem kva-
lity mleziva je vysoky obsah imunoglobulind, predevsim
IgG1. Metody pro jejich stanoveni jsou nezbytné pro kon-
trolu suroviny, pribéhu zpracovani i findlnich produktd.
Cilem prace bylo ovéfit vybrané metody a posoudit je
z hlediska shody se standardni metodou radidlni imunodi-
fuze (RID), rychlosti a cenové dostupnosti. Pro RID se
osvedcil kit BindingSite. Méfeni hustoty a indexu lomu Ize
pouzit pro rychlé a levné orientacni stanoveni. Byly zjistény
znacné rozdily mezi vysledky z RID a SDS-PAGE. Za per-
spektivni 1ze povaZovat vyluCovaci chromatografii (SEC),
ktera vykazuje dobrou shodu s RID (R?=0,9501), vyZaduje
malé mnozstvi vzorku a je pomérné rychla.

Klicova slova: mlezivo, imunoglobuliny, radidlni imuno-
difuze, index lomu, hustota, vylu¢ovaci chromatografie

Abstract

With respect to high content of biologically active com-
ponents colostrum becomes important raw material for pro-
duction of food supplements and new functional foods.
Indicator of colostrum quality is high content of
immunoglobulins, first of all IgG1. Methods for their esti-
mation are essential for control of raw material, processing
and final products. The aim of this work was to verify

selected methods and evaluate them from the point of view
of agreement with radial immunodiffusion (RID), time and
price of analysis. Kit BindingSite proved successful for
RID. Density and refraction measurement is useful for fast
and inexpensive estimation of immunoglobulin concentra-
tion. Rather big differences were found between results
from RID and SDS-PAGE. Size exclusion chromatography
(SEC) seems to be perspective for IgG analysis. It has good
agreement with RID (R?=0,9501). SEC also needs small
amount of sample and it is rather fast.

Key words: colostrum, immunoglobulins, radial immu-
nodiffusion, refraction index, density, size exclusion chro-
matography

Uvod

Kolostrum (mlezivo) je sekret mlécné 7lazy savcu produko-
vany v prvnich hodinach po porodu. Kromé toho, Ze je nezbyt-
nou prvotni potravou mladéte, v poslednich letech vzrusta
zajem o jeho vyuziti v dopliicich stravy a funkcnich potravi-
néch. Jde o tekutinu bohatou na Ziviny i nejriiznéjsi biologicky
aktivni latky. Jednou ze zdkladnich slozek mleziva jsou
imunoglobuliny, které se vyrazné podileji na rozvoji zdkladni
obranyschopnosti mladéte. Jejich obsah je dosti variabilni, po
porodu velice rychle kles4, rychle se méni i obsah dalSich bio-
logicky aktivnich latek. Vysoka cena suroviny i produktd
z mleziva maze vést k tomu, Ze se vyuzivd i mlezivo
z pozdéjsich nadoji. Obsah imunoglobulini muZe proto
slouzit jako indikator kvality mleziva pii nakupu suroviny
zpracovateli i pro kontrolu finalnich produktti. Cilem préace
bylo ovéfit dostupné metody, které by mohly slouzit ke
stanoveni obsahu imunoglobulinti v kolostru.

Struktura a vlastnosti imunoglobulinii

Imunoglobuliny tvofi komplexni skupinu latek produko-
vanou plazmatickymi buiikami, tzv. B lymfocyty. Tyto latky
se vyrazné podileji na vzniku a podpofe imunity.
Imunoglobuliny se vyskytuji jako monomery nebo oligo-
mery zakladniho Y tvaru. Ten se sklada ze Ctyf polypepti-
dovych fetézct: dvou identickych lehkych fetézct (L)
s molekulovou hmotnosti kolem 25 kDa a dvou identickych
tézkych fetézci (H) s molekulovou hmotnosti v rozmezi
55 kDa - 76 kDa v zavislosti na tfidé imunoglobulinu.
Struktura Y tvaru je stabilizovana, pomoci disulfidovych
vazeb, které jsou inter- i intramolekularni. Tézky H retézec je
tvoren konstantni (C) oblasti, ktera zahrnuje 3 - 4 domény
obsahujici priblizné 110 aminokyselin, a variabilni oblast
(V) na N-konci. Lehké fetézce jsou typu A nebo K (u hové-
zich imunoglobulina prevazuje z 90 % A typ), jsou tvofeny
7z jedné domény C na C-konci a jedné V domény na N-konci.
Z variabilni domény L a H fetézce na koncich Y tvaru vznika
antigenni vazebné misto. Podle druhu konstantni oblasti
tézkych fetézcl rozliSujeme nékolik tfid a podtiid
imunoglobulinti: IgG (podtiidy IgG1, 1gG2), IgA, IgM, IgE
aIgD. IgG tvofi monomery (cca 150 kDa), IgA dimery, [gM
pentamery (Farrell a kol., 2004; Madureira a kol. 2007).
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