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Application of rapid tests in screening
of residues of inhibitory substances
in raw milk

Souhrn

Kontrola pfitomnosti rezidui inhibi¢nich latek v mléce je
vyznamnym hygienickym ukazatelem jakosti syrového
mléka podle soucasné legislativy EU. Dilezitou soucasti
systému kontroly RIL v mléce jsou rychlé specifické testy,
nachdzejici uplatnéni v mlékarenském primyslu. Text
¢lanku uvadi prehled vybranych rychlych testl vyuZiva-
nych v Ceské republice, jejich princip, vyhody a nevyhody
pouziti.

Klicova slova: rezidua inhibi¢nich latek, rychlé testy,
vyuziti, princip

Summary

Control of the presence of residues of inhibitory substan-
ces in milk is one of significant sign of quality of raw milk
according EU legislation. Rapid specific tests are important
part of system of control residues of inhibitory substances,
which are used mainly in the dairy industry. Article
describes overall summary of some rapid tests used in
Czech Republic, their principle, advantages and disadvan-
tages during their usage.

Key words: residues of inhibitory substances, rapid test,
use, principle

Uvod

Jednim z dileZitych znakl jakosti syrového mléka je
kontrola pritomnosti rezidui inhibi¢nich latek (RIL).
Pfitomnost RIL v syrovém mléce je kontrolovana v souladu
se soucasnou legislativou z divodu zajisténi bezpecnosti
mléka a mléénych vyrobku pro spotiebitele. Nejvyznam-
néjsi skupinu inhibi¢nich latek tvofi veterindrni 1éCivé
pripravky, predevsim latky s antimikrobidlnim déinkem -
antibiotika a chemoterapeutika.

Detekce rezidui inhibi¢nich latek (RIL) ma nejen hygie-
nicky vyznam (ochrana zdravi spotiebitele), ale je i stre-
dem zdjmu zpracovateld mléka, protoze zejména
antimikrobidlni latky puasobi problémy pifi vyrobé
mlécnych vyrobkd, v jejichZ technologickém procesu vyro-
by se vyuzivaji Cisté mlékarské kultury.

Podle soucasné legislativy, kterd stanovuje zavazné znaky
jakosti syrového kravského mléka a jinych druhti mlék
(Narizeni Komise (EU) 1662/2006), musi provozovatelé
potravinarskych podnikd zavést postupy s cilem zajistit, Ze
syrové mléko nebude uvedeno na trh, pokud obsahuje rezi-
dua antibiotik v mnoZstvi, které pro jakoukoli z latek uve-
denych v priloze Natizeni Komise (EU) ¢.37/2010,
prekracuje hodnoty povolené timto nafizenim - maximalni
rezidudlni limity (MRL). Z tohoto pohledu zodpovédnost za
jakost mléka nese dodavatel mléka a nasledné i zpracovatel,
ktery mléko pfijimd a zpracovavd na mlécné produkty
(pokud se mléko nezpracovava pifimo na farme¢). V mlé-
karenském primyslu proto musi byt veSkeré pfijimané
mléko pred zpracovanim kontrolovdno na pritomnost RIL.
V piijmovych laboratofich mlékarenského pramyslu i v la-
boratofich pro kontrolu jakosti mléka je dulezité zvolit
vhodné screeningové metody pro detekci RIL.

Mikrobiologické inhibi¢ni metody jsou vyuzivany jako
screeningové metody. Jejich nevyhodou je naro¢na pfipra-
va, schopnost detekovat pouze antimikrobika a pomérné
dlouha inkubacni doba. Proto byly a jsou stile vyvijeny
nové specifické testy, k jejichz prednostem patii rychlé
provedeni, jednoduchost a citlivost. Tyto testy nachazeji
uplatnéni zejména v mlékarenské praxi a v prvovyrobé
mléka.
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Princip metod

Rychlé specifické testy délime dle principu na enzyma-
tické kolorimetrické testy, receptorové testy a imunochro-
matografické metody.

Enzymatické a receptorové metody

Alternativni metodou, kterd nachdzi uplatnéni pfi
stanoveni skupiny PB-laktamovych antibiotik je pouziti
receptorovych proteini. Beta-laktam specifické recep-
torové proteiny (penicilin-vazajici proteiny - PBP) byly
uspésné vyuzity v nékterych metodiach a komeréné
vyrabénych testech (Biacore analyza, Penzym test,
Beta - Star test, SNAP test, Charm Safe Level test
a DELVO-X-Press test) pro stanoveni rezidui [-lakta-
movych antibiotik. PBP se nachézi v bakteridlni bunécné
sténé. V bakteridlni buiice maji odliSné funkce, vyznacuji
se transpeptiddzovou, transglykosyldzovou a karboxypep-
tiddzovou aktivitou. Pfirodnimi substraty pro tyto enzymy
jsou peptidy zakoncené D-alanyl-D-alaninem. Penicilin je
strukturdlni analog k dipeptidu D-Ala-D-Ala, a proto
enzymy reaguji s P-laktamovou strukturou (Massova
a Mobashery, 1998; Ghuysen, 1977; Navratilova, 2008).

Pfikladem metody vyuzivajici PBS je Penzym test - enzy-
matické kolorimetrickd metoda pro rychlé stanoveni [B-lak-
tamovych antibiotik v mléce. Princip testu je zaloZen na
stanoveni stupné inaktivace enzymu DD-karboxypeptidazy
B-laktamovymi antibiotiky. Test vyuZiva lyofilizovany
enzym Streptomyces DD-karboxypeptidazu. Po aplikaci
vzorku mléka nasleduje inkubace (5 min., 47 °C). Béhem
inkubace B-laktamova antibiotika vytvaii s enzymem DD-
karboxypeptidazou stabilni komplex, disledkem je inakti-
vace enzymu. Stupenl inaktivace enzymu zavisi na
mnozstvi antibiotik ve vzorku. Po vloZeni reagencni table-
ty obsahujici synteticky substrit D-alanin oligopeptid
a enzym D-aminoacid-oxidazu nasleduje druha inkubace
(15 min., 47 °C). Pokud vzorek neobsahuje [3-laktamova
antibiotika, po pfidavku substritu DD-karboxypeptiddza
hydrolyzuje tripeptid (Ac-L-Lys-D-Ala-D-Ala) na dipeptid
(Ac-L-Lys-D-Ala) za soucasného uvolnéni D-alaninu.
Mnozstvi D-Ala zavisi na mnoZzstvi aktivniho enzymu
DD-karboxypeptiddzy. Uvolnény D-alanin je dale
enzymem D-amino-acid-oxiddzou oxidovdn na kyselinu
pyrohroznovou za vzniku H,O,, ktery oxiduje indikator
a vznikd rdzové-oranzové zabarveni indikujici negativni
vysledek. Pokud je zabarveni Zluté, vzorek je suspektni na
pfitomnost P-laktamovych antibiotik (Botsoglou a Fle-
touris, 2001; Mitchell a kol., 1998; Navratilova, 2008).

Beta Star test (receptorovy test) obsahuje specificky
B-laktamovy receptor - protein navazany na mikro-¢astice
zlata. Vzorek mléka je pridan do ampulky s receptorovym
proteinem, promichan a inkubovéan 3 minuty pfi 47,5 °C.
Béhem inkubace receptor reaguje s volnymi B-laktamovy-
mi antibiotiky ve vzorku. Po ukonceni inkubace je do
vzorku vloZen reagencni prouzek (strip) a inkubace
pokracuje (2 min., 47,5 °C). Strip obsahuje ve spodni ¢asti
filtr (zachycuje tuk), testovaci pole s chromatografickym

papirem, na kterém jsou 2 linie. Spodni linie - biomo-
lekularni obsahuje imobilizované molekuly B-laktamovych
antibiotik a dale obsahuje horni referencni linii. Vzorek
mléka migruje smérem k testovacimu poli. Pokud vzorek
neobsahuje B-laktamova antibiotika, molekuly volného
receptoru se navazi na biomolekuly, které jsou zakotveny
na chromatografickém papiru. ProtoZe je receptor navazan
na castici zlata, vytvofeny komplex receptoru s biomoleku-
lami se v testaénim poli jevi jako rizova linie. Jestlize jsou
ve vzorku pfitomna B-laktamova ATB, receptorovy protein
s nimi vytvori komplex, neni schopen se vazat na bio-
molekuly v testanim poli a nedochazi k tvorbé ruzové
linie. Intenzita zabarveni a sila spodni (testovaci) linie je
vizualné srovnavana s referen¢ni linii (Gustavsson
a Sternesjo, 2004; Navratilova, 2008).

Imunochromatografické metody

V posledni dobé se pro detekci antimikrobidlnich latek
v mléce zaCaly vyuZivat imunochromatografické testy,
které jsou zaloZeny na principu plo$né imunochro-
matografie (Lateral Flow Immunochromatography).
Zakladem detek¢nich souprav pracujicich na tomto prin-
cipu je plastovy vicevrstvy prouzek (strip) obsahujici
potiebné reagencie k provedeni stanoveni. U testt, kde se
predpokladé aplikace vzorku ve formé kapky, je strip uza-
vien do plastového ramecku, ktery obsahuje perforace pro
nanaseni vzorku a pro odecitani vysledku. Testy vyuZzivaji
rizného usporadani a prubéhu imunochemické reakce.
Pfikladem testl pro detekci antibiotik v mléce pracujicich
na principu plo$né imunochromatografie jsou Charm
MRLBLTET?2, Twinsensor BT, MilkFassst BT Combo
Rapid Test (EuroClone Diagnostica s.r.L.).

Stripy pouzivané pro imunochromatografické stanoveni
obsahuji obvykle 4 zakladni komponenty. Prvni komponen-
tou je sava podlozka pro aplikaci vzorku (aplikacni zéna
prouzku). Jeji hlavni funkei je zajistit plynuly, kontinudlni
a homogenni pohyb vzorku. Druhou komponentou je opét
podlozka (reakéni z6na) s nanesenym rozptylenym kon-
jugatem - specifické protilatky navazané na barevné
mikrocastice (napf. koloidni zlato). Materidl podlozky musi
umoznit okamzité uvolnéni konjugatu po kontaktu se vzlina-
jicim tekutym vzorkem. Tteti ¢asti je nitrocelulézova mem-
brana s detek¢éni oblasti obsahujici z6nu pro cilovy analyt
a zonu kontrolni (indikacni zona). Idedlni membrana
umoziuje a podporuje vazbu antigenu se specifickymi bio-
molekulami (protilatky, derivaty analytu) imobilizovanymi na
membrang. Ctvrtou ¢asti stripu je adsorp&ni podlozka pracu-
jici jako zasobnik pro odpad. Napoméaha zachovani transportu
vzorku membrdnou a zabranuje zpétnému toku vzorku.
Vsechny komponenty jsou upevnény na podloZce z plastu.

Pro stanoveni antibiotik (latky s nizkou molekulovou
hmotnosti, hapteny), které nejsou schopné vazat soucasné
dvé protilatky (maji pouze jeden epitop), se Casto vyuziva
kompetitivni forméat stanoveni. Testovany vzorek je nane-
sen na aplikacni zénu stripu a prostupuje testem. V reakéni
z6né se dostiva do kontaktu s barevnym konjugatem
s navazanou protilatkou, rozpusti jej a spolecné s nim putuje
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membranou. Pokud je ve
vzorku prfitomen antigen, pak
specificky interaguje s pro-
tilatkami a dochazi k tvorbé
imuno-komplexu, migrujici-
mu porézni vrstvou nitro-
celulézové membrany az
k testovaci zoné. Testovaci
z6na obsahuje imobilizovany
derivat analytu, ktery ma
schopnost se navazat na
volny konjugat s navdzanou
protilatkou. Jestlize vzorek
obsahuje analyt (antigen), ten
specificky reaguje s proti-
latkami znacenymi barevnou
castici a vytvori komplex,
ktery dale postupuje pies
detekéni z6énu do zasobniku
pro odpad. V piipadé, Ze je
vzorek negativni, volné kon-

Tab. 1 Vybrané rychlé specifické testy k detekci reziduf antimikrobidlnich ldtek v mléce

Beta Star Plus 25
Penzym 100

Charm MRLBL/TET2 Test
Charm Enroflox Test
Charm Combo Test
BT Combo Rapid Test
Blactams Rapid Test
Tetracycline Rapid Test
Quinosensor Milk
Twinsensor®™

4 Sensor

4 Aminosensor Milk

Capsensor Milk
Milk Tetrasensor Kit

Betastar® 4D
Rapid Test

Blactams+ Tetracyclines
Combo Rapid Test

Vyrohce

Neogen Corporation
Neogen Corporation
Charm Sciences, Inc.
Charm Sciences, Inc.
Charm Sciences, Inc.

Euro Clone Diagnostica s.r.l.
Euro Clone Diagnostica s.r.l.
Euro Clone Diagnostica s.r.l.

Unisensor S.A.
Unisensor S.A.
Unisensor S.A.

Unisensor S.A.

Unisensor S.A.
Unisensor S.A.
Neogen Corporation

Ring Bioscience

Detekce skupiny antibiotik /

chemoterapeutik
[B-laktamy

[-laktamy

[3-laktamy tetracykliny
enrofloxacin
[-laktamy, tetracykliny
[3-laktamy, tetracykliny
[B-laktamy

tetracykliny

chinolony

[3-laktamy, tetracykliny

[3-laktamy, tetracykliny,
chloramfenikol, streptomycin

neomycin, kanamycin
streptomycin, gentamycin

chloramfenikol
tetracykliny

[-laktamy, tetracykliny,
chloramfenikol, streptomycin

[3-laktamy, tetracykliny

Hodnoceni vysledku

vizuding

vizudlng

Rosa - Reader
vizudné, Rosa - Reader
Rosa Reader

vizudiné

vizudiné

vizudlng

vizudng, Read Sensor
vizudné, Read Sensor
vizudiné, Read Sensor

vizudlng, Read Sensor
vizudlng, Read Sensor
vizudiné

CteCka Accusan Pro

vizudng

jugaty protilatka-barvivo se

vazou v detekéni zon€ a linie se objevi. Na membrané je také
tzv. kontrolni zona, ktera slouzi ke kontrole funk¢nosti testu
(Sajid a kol., 2014; Stejskal a kol., 2008).

VyuZiti testl v souéasnosti

Rychlé screeningové testy jsou metody kvalitativni.
Vysledek stanoveni poskytuje informaci o pfitomnosti/
nepfitomnosti dané latky nebo skupiny latek ve vzorku
v zavislosti na hladiné citlivosti testu. Citlivost testl je
uddvana vyrobcem. Vyhodou testi je jednoduché provedeni
a rychlost stanoveni (1-10 min.). VEtSina testd vyZzaduje
inkubaci ve specidlnim inkubatoru pfi teplotich 40-56 °C,
nékteré 1ze inkubovat pfi laboratorni teploté. Vyhodnoceni se
provadi vizualné, na zakladé porovnani intenzity zabarveni
kontrolni a testovaci linie. U nekterych testl se vyhodnoceni

Tab. 2 Citlivosti vybranych rychlych testd k antibiotikiim uddvané vyrobcem v ug/kg a jejich
srovnani s MRL

Antibiotikum  Twinsensor®™ 4 Sensor Charm ?RIEBIJI'ETZ
es
Benzyipenicilin 2-3 2-3 2-3
Ampicilin 3-5 3-4 4-6
Amoxicilin 35 34 4-6
Cloxacilin 6-8 6-8 10-20
Nafeilin 30-40 30-40 -
Cefapirin 6-8 6-8 20-30
GCefalonium - 3-5 10-20
Cefazolin 18-22 18-22 20-40
Ceftiofur 10-15 10-15 25 (100)*
Cefoperazon 3-4 3-4 3-5
Cefchinom - 30-35 20-30
Tetracykiin 80-100 8-10** 10-30
Chlortetracyklin 30-40 5-7** 50-100
Oxytetracyklin 50-60 7-9%* 50-100

provadi s pomoci ¢tectho zafizeni, coZ umoziuje presnéjsi
vyhodnoceni a archivaci vysledkl. V soucasnosti je nabidka
testl Sirokd, je mozné je vyuzit k detekci riznych antibiotik
a chemoterapeutik (tabulka ¢. 1). VétSina testi byla vyvinuta
pro stanoveni pouze jedné skupiny antibiotik, existuji vSak
1 testy pro detekci vice skupin antibiotik. Nejvice pouZivané
v praxi jsou testy umoziujici detekovat dvé skupiny léciv
soucasné. V nabidce (tabulka €. 1) nalezneme i testy pro
stanoveni tfi a ¢tyt skupin/druhtl 1é¢iv. Citlivosti vybranych
testl k antibiotikim ukazuje tabulka €. 2.

Zaver

Nabidka rychlych screeningovych testi pro stanoveni
RIL v mléce se neustale rozsituje. Jejich vyhodou je rych-
1¢ a snadné provedeni. Na druhou stranu je pfi jejich
aplikaci dulezité informovat
se o citlivosti testu. Nevy-
hodou nékterych rychlych

BT Comho MRL (EU) screeningovych testi je je-
Rapid Test jich vyssi citlivost na néktera
2 4 veterindrni 1é¢iva vzhledem

4 4 k platnym MRL. Pokud

140 340 vzorek vykazuje pozitivni

2 30 vysledek po vysetfeni uve-

20 60 denymi testy, je nezbytné

6 20 potvrdit pozitivitu dal$imi

30 50 post-screeningovymi nebo

80 100 konfirma¢nimi metodami.

30 50 Vzhledem k citlivosti testil
20-40 20 a Siroké Skale veterinarnich
15 100 1éCiv je dulezité pouzivat

25 100 k priikazu RIL v mléce vice

15 100 testll a metod a vzdjemné je

* (idaj v zdvorce uvadi citlivost testu k antibiotiku a jeho metabolitim, ** citlivost testu splfiuje limity platné v Rusku

kombinovat.
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INFORMACE —

VANOCKA ANI TERMIX UZ NEJSOU "NEZDRAVE", DETI SI JE VE SKOLACH ZREJME
KOUPI. MINISTERSTVO ZMIRNILO LIMITY CUKRU

Pivodné piisné navrhovan€ limity pro potraviny proddvané ve Skoldch ministerstvo Skolstvi zmirni.
Z4stupci potravinditi navrZené limity odmitli. Nové by mohla projit dfive zavrhovand vdnocka, Termix i tficetiprocentni eidam.

Jogurtt, ochucenych miék ¢i smetanovych krémi typu Bobik a Lipdnek zarazenych do programu Miéko do $kol se zmény zatim
nedotknou.

Vanocka jeSté pred par mésici spadla do kategorie nezdravych potravin, které se ve Skoldch nesmi proddvat. Dnes uz pry
détem neuSkodi. A podobné je na tom tfeba tvarohovy dezert Termix.

Ministerstvo $kolstvi podiehlo tlaku potravinaili a nékteré prisné limity na potraviny, které se mohou prodévat ve $koldch,
zmirnilo. Tyka se to mnoZstvi soli, cukru a tuku. Napfiklad pekafi tvrdili, Ze podle ministerstvem navrZzenych norem se vanocka
neda upéct, protoZe kvlli nedostatku soli po nakynuti neudrzi sviij objem. "Ted uZ by to na vanocku trochu horsi kvality staci-
lo," pfizndva Stanislav Musil ze Svazu pekarti a cukrart.

Problémy byly i s mléEnymi vyrobky, hlavné s ochucenymi jogurty, mléky nebo smetanovymi krémy, jako jsou napfiklad
Pribindcek, Lipanek ¢i Bobik. Ty se do limitt mnoZstvi soli, cukru a tuku stale nevejdou, nové by ale mohlo projit vice napfiklad
ovocnych jogurtd nebo Termix, ktery podle plivodni verze neodpovidal mnoZstvim tuku.

"Zachranén" je také v Cesku hojné pouZivany ticetiprocentni eidam, protoZe u syrli ministerstvo zvysilo limity na sdl i tuk.

Upravenou vyhlasku nyni projednaji legislativci, poté ji ministerstvo Skolstvi podle jejich pfipominek upravi a vydd. Platit by
méla nejspiSe od zdfi. To je o rok pozdéji, nez byl pdvodni pldn.

Zdkaz prodeje nezdravych potravin ve Skoldch prosadil do zdkona byvaly ministr Skolstvi Marcel Chladek. Novela byla
schvélena v bfeznu minulého roku. UrCit, jaké potraviny si déti ve Skoldch nekoupi, ale zbylo na novou ministryni Katefinu
Valachovou. Priprava trvala déle, neZ se pocitalo. Nakonec spolecné s ministerstvem zdravotnictvi navrhla limity pro cukr, stil a
tuk tak pfisné, Ze se zdstupci miékarli i pekarli okamZité ozvali s kritikou.

Jejich vyhrady ale mirnil Jan Panek z Ustavu analyzy potravin a vyZivy na Vysoké Skole chemicko-technologické. "To, Ze
dospélym méné osoleny &i oslazeny vyrobek nechutnd, neznamena, Ze nemiize chutnat détem, které na néj jesté nejsou zvyk-
Ié," uvedl s tim, Ze i vdnoCku Ize upéct s menSim mnoZstvim soli. Limity uvitali také vyZivovi poradci, ktefi dlouhodobé upo-
zoriluji na to, Ze vyrobky proddvané détem jsou Casto pfilis sladke, tuéné i pfesolené.

Jogurty dotované EU zatim sladké byt mohou

Kromé potravin v automatech ¢i bufetech se ve Skoldch nabizi i vyrobky z programu MIéko a ovoce do Skol. Diky dotacim z
Evropské unie a od statu se prodavaji za velmi vyhodnou cenu. A to i sladké jogurty Ci smetanové krémy, jako je Bobik Ci
Lipanek, které by navrhovanymi limity neproSly. Ministerstvu zemédélstvi se pro né podarilo vyjednat vyjimku - ve Skoldch se
zatim budou smét prodavat dal.

Otédzka je, jak dlouho. Program MIiéko do $kol, ktery mél podporit konzumaci miéénych vyrobki, vznikal pred vice nez 10 lety.
Pristup k détské stravé se od té doby zménil. Evropa Zije debatou o zdravém Zivotnim stylu, Brusel se proto rozhodl plosné
omezit limity cukru, tuku a soli u vyrobkd doddvanych do $kol. A to tak, Ze by neproSel Zadny smetanovy krém, ovocny jogurt
ani nékterd mléka s prichuti.

Pripustil to ministr zemédglstvi Marian Jurecka, ale i jeden z dodavatelti programu Miéko do $kol, feditel spolecnosti Laktea
Michal Némec. "Je to obecny trend a urcité k nému budeme muset prikroCit. V EU se velice tvrdé diskutuje o tom, jaké vyrobky
by do programu mély byt zarazené," mini.

Markéta Hronova
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