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[. Cil metodiky

Cilem metodiky je poskytnout uZivatelim mozZnost rychlého stanoveni rezidui inhibicnich latek (RIL)
ve vybranych surovindch a potravinach Zivocisného plvodu (mléko, vejce, med) modifikovanym
postupem vyuZivajicim filtracni papiry s vyssi nasdkavosti a vétsi velikosti diskll. Volba vhodné
arychlé metody stanoveni RIL je dlleZitym zdravotnim itechnologickym kritériem pro nakup
a zpracovani vybranych surovin i potravin Zivoc¢isného plvodu.

II. Vlastni popis metodiky

I1.1. UvoD

V pribéhu posledniho desetileti dochazi ke zvyseni frekvence vyskytu velmi zavaznych onemocnéni,
které se Sifi prostfednictvim potravin. Vysledky epidemiologickych studii WHO ukazuji, ze
mikroorganismy v potravinach Zivoc¢isného plvodu (viry, baktérie véetné protozoi, helmintd) jsou
identifikovany jako nejcastéjsi pricina onemocnéni populace z potravin. Kazdy rok jsou alimentarni
onemocnéni diagnostikovdna u jednoho zdeseti obyvatel nasi planety. Po konzumaci
kontaminovanych potravin kazdoro¢né zemre 420 000 lidi, ztoho témér jednu tretinu predstavuiji
déti do péti let. Je prokdzano, Ze vétsSina alimentarnich chorob je pfenasena na clovéka ze zvitat,
ktera nevykazuji zadné klinické pfiznaky onemocnéni.

Ochrana lidského zdravi pred zoondézami a nemocemi prenosnymi potravinami vyzaduje mnoho
opatfeni rdzného druhu na mezinarodni i narodni Urovni. Zakladem jsou vsak dobra Gcéinna
hygienicka opatfeni v chovech hospodarskych zvifat. Vysoka uroven hygieny chovu zvifat je
zakladnim kamenem pfi zajisténi vysoké urovné ochrany lidského zdravi. Vyssi Uroven biosecurity
chovu vede ke zlep3eni zdravi a uZitkovosti zvifat, a ke sniZeni potfeby pouzivani antimikrobialnich
latek a tim soucasné i ke zlepSeni bezpecnosti potravin na zacatku vyrobniho fetézce v zemédeélské
prvovyrobé.

Jestlize producenti standardizuji postupy produkce na farmé, potom suroviny a potraviny Zivoc¢isného
plGvodu budou produkovany na zakladé definovanych pravidel spravné chovatelské praxe, mohou byt
oddéleny od primérnych zvifat, hodnota kone¢ného produktu se mize jen zvysit. Nezbytny je proto
komplexni pfistup k zajisténi integrované ochrany kvality produkce na vSech ¢lancich vyrobniho
procesu, "from conception to consumption - od poceti ke spotfebé" nebo "from stable to table — ze
stdje na stal".

Obsah hormond, dioxind, BSE, E. coli 0157:H7, Listeria, Campylobacter, Salmonella, rezidua antibiotik
a chemickych latek v surovindch a potravinach Zivocisného plvodu zvySuje obavy spotiebiteld
o zdravotni nezdvadnost a bezpecénost potravin v Evropé.

I1.2. VLASTNI METODIKA

I1.2.1 Metody pro stanoveni rezidui inhibi¢nich latek
K detekci a stanoveni RIL se vyuzivaji bud mikrobiologické screeningové metody, nebo fyzikdlné
chemické metody.

Mikrobiologické screeningové metody se déli na selektivni rychlotesty, Sirokospektralni rychlotesty,
plotnové nebo titracni metody.

Selektivni rychlotesty se pouZivaji predevsim v mlékarenské praxi a v prvovyrobé miléka. Jsou
zalozeny na receptorové nebo enzymatické analyze, kterd umozZnuje stanovit velice rychle
farmakologicka léciva. Vyhodou téchto testl je jednoduchost a rychlost (1-10 minut podle druhu
testu). Vétsina testll vyZaduje inkubaci vzorku pfi teploté 40-56 °C.

Principem Sirokospektralnich rychlotestli je agarova difize spojena se zménou barvy indikatoru
v disledku zmény pH pldy, zplUsobené ristem testovaciho kmene (Geobacillus stearothermophilus
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v. €. C953). Vzorky mléka a tekutych mlécnych vyrobk( se inkubuji pfi teploté 64-65 °C. Vyhodou této
metody je skutecnost, Ze umozZiiuje zachyt a detekci Sirokého spektra veterindrnich 1éciv a jednak jeji
jednoduché provedeni. Nevyhodou je jeji ¢asova narocnost 2-3 hodiny podle druhu testu. Tato
metoda nachazi uplatnéni ve statnich laboratofich potravinového dozoru i pti ploSném monitoringu.
Z komer¢né vyrabénych diagnostik se jednd napt. o INTEST a INTEST AS (CR), BR test, BR AS test a BR
Blue Star (SRN), FDT a STD — ABIOTEST (Polsko), DELVOTEST P a DELVOTEST SP (Holandsko), COPAN
TEST KIT (Italie).

Plotnové metody (metoda 6 ploten) umozniuji zachyt a skupinovou identifikaci veterinarnich |éciv
podle velikosti inhibi¢ni zény. Odbornym kvalifikovanym odhadem se stanovuje pfiblizna koncentrace
veterinarnich 1é¢iv. Tyto metody jsou vyuZivany pfi stanoveni rezidui lé¢iv pfedevSim v mase
hospodarskych zvifat jako screeningova metoda a dale u vzorkd (mlékarenské vyrobky, ostatni
potraviny, krmné smési aj.), u kterych nelze pouzit komercné vyrabéné testy. Pfi stanoveni rezidui
inhibi¢nich latek plotnovymi metodami se pouzivaji nasledujici testovaci kmeny: Bacillus subtilis BGA
CCM 4062, Bacillus subtilis BGA CCM 4062+trimethoprim, Kocuria rhizophila CCM 552, Geobacillus
stearothermophilus v. c. C953 CCM5965, Escherichia coli CCM 7372 k detekci tetracykling,
aminoglykosidi, betalaktamovych makrolid( a aminoglykosidd, sulfonamidd a chinolond.

Mezi vyhody plotnovych metod patfi schopnost detekovat soucasné velké mnoiZstvi rdznych
antibakterialnich latek s riznou chemickou strukturou; soucasné umoznuji skupinovou identifikaci RIL
a post-screeningové konfirmacni metody.

Nevyhodou plotnovych metod je, Ze citlivost agarovych difuznich metod mulze byt ovlivnéna
nékterymi faktory (napf. pH, mnoZstvi média, druh MO, atd.). Dale pak vyznamné kolisani citlivosti
plotnovych metod. Tyto metody navic neposkytuji Uplnou informaci o vySetfovaném vzorku.
V neposledni fadé je tfeba jmenovat delsi inkubacni dobu (18-24 hod.) a naroénost provedeni.

Dalsi mozZnosti stanoveni rezidui inhibicnich latek je jejich priikaz v tekutych médiich (napf. mléko),
tzv. antibiotest. Jednd se rychlou, jednoduchou a dostate¢né citlivou metodu stanoveni pomoci
indikatorovych papirkl s vysusenou Zivnou plidou, nasycenych testovaci kulturou (Bacillus subtilis).
Posledni mikrobiologickou screeningovou metodou jsou titraéni metody. Tento test se tykd nejen
obsahu cizorodych inhibi¢nich latek, ale i ostatnich faktord, ovliviiujicich rlst Cistych mlékarskych
kultur. Lze jim tedy posoudit (orientacné) i technologickou zpracovatelnost mléka.

Fyzikalné chemické metody spocivaji v identifikaci a konfirmaci, v€etné kvantifikace metodami
chromatografickymi (HPLC, TLC), gelovou elektroforézou (vysokonapétova HVELFO-kapildrni
elektroforéza), enzymatickymi (ELISA) a radioimunologickymi (analyzator CHARM 1) metodami.

I1.2.2 Plotnové metody
Zakladem plotnovych metod je agar difuzni test. Tento test vyuZiva testovaci mikroorganismy (napf.
Bacillus subtilis, Escherichia coli aj.), které se inokuluji na povrch kultivaéni plady (glukézovy agar,
masopeptonovy Zivny agar supravenym pH) a pfitomnost rezidui inhibicnich latek (RIL) ve
sledovanych vzorcich se projevi inhibici rdstu a vytvorenim inhibi¢ni zény v okoli vzorku na plotnach.
Ve zbytku agaru dochazi k vykliceni spor testovacich mikroorganismd, resp. k rlstu testacniho
kmene, coz se projevi jako zakal nebo je moZno pozorovat splyvajici KTJ pfimo v testovacim agaru.
Pro stanoveni pritomnosti inhibi¢nich latek byly vybrany testovaci mikrobialni kmeny:
= Bacillus subtilis BGA CCM 4062 = Goebacillus stearothermophilus var. calidolactis C 935 CCM
=  Kocuria rhizophila CCM 552 5965

= Escherichia coli CCM 7372
z Ceské sbirky mikroorganism Prirodovédecké fakulty Masarykovy university v Brné.

Pred inokulaci vzork(l se musi testovaci plotny kratce predsusit v termostatu, aby byl povrch pady
suchy bez kondenzace vody. Doprostied testacni plotny se umistuje kontrolni disk napustény
vybranym antibiotikem (obr. 1 a 2). Jednd se o komercné vyrdbéné antibiotické zkusebni disky
(gentamicin, chloramfenikol, oxacilin, linkospektin, amoxicilin, erythromicin a ciproflexacilin) (obr. 3).



Obr. 1. Testacni plotna se stfedovym kontrolnim
diskem (a) a vzorky mléka

Obr. 2. Testacni plotna s Bacillus subtilis se

stfedovym kontrolnim diskem (b) a vzorky masa

U jatecnych zvitat se pro stanoveni RIL odebira kostka svalu (vzorek 8x8x8 cm), ledvina (délka 10 cm)

nebo jatra (hrana 6-8 cm).

Obr. 3. Komercné vyrabené antibiotické zkusebni disky

Tuhé vzorky surovin Zivocdisného plvodu
(maso, ledviny, jatra, vareny bilek nebo
Zloutek) se ke kultivaci odebiraji po pfedchozim
opdleni povrchu vzorku opalovaci pistoli.
Sterilnimi nGzkami nebo skalpelem a pinzetou
se vystfihne z hloubky tkané vzorek o velikosti
7x7x7 mm, ktery se poklddd na povrch
testovaci plotny. Tuhé vzorky (maso, uvareny
bilek nebo Zloutek aj.) se kladou v poctu 4 kusy
na testovaci plotnu. Tekuté vzorky (mléko,
syrovy bilek, syrovy Zloutek, med aj.) o objemu
2 kapek se umistuji na filtraéni papirovy disk
o prdméru 10 mm v poctu maximalné 6 vzorki
(obr. 2).

Modifikace metody stanoveni rezidui inhibi¢nich latek spociva ve zvyseni vypovidaci schopnosti pfi
analyze tekutych vzorkd surovin a potravin Zivoc¢isného plvodu (mléko, syrova vejce, med) vyuZitim
filtracnich papir( s vyssi nasakavosti (vinafské filtry — obr. 4, 5) a vétsi velikosti disk (15 mm). Tyto
disky Ize nasytit az 10 kapkami tekutych surovin a potravin Zivocisného plvodu (obr. 6, 7, 8 a 9) a tim
se také zvySuje pravdépodobnost zachytu RIL v testovanych vzorcich.

Obr. 4. Priprava testacnich disk( z vinarskych filtr(

Obr.5. Testacni disky vyrobené z vinarskych filtri



Testace s Bacillus subtilis

Obr. 8. Vajecny bilek Obr. 9. Vajecny Zloutek

Tabulka 1. Inkubacni teplota v zavislosti na mikrobialnim kmeni

Mikrobidlni kmen Inkubacni teplota pH

[°C]
Bacillus subtilis BGA CCM 4062 30 6,0/7,2/8,0
Kocuria rhizophila CCM 552 37 8,0
Geobacillus stearothermophilus 64 8,0
var. calidolactis C 935 CCM 5965
Escherichia coli CCM 7372 37 8,0

Inkubacdni teplota testovaci plotny zavisi na pouzitém mikrobidlnim kmeni (tabulka 1). VSechny plotny
s mikroorganismy se inkubuji 18-24 hodin, jen plotnu s Geobacillus stearothermophilus je mozno
odecitat jiz po 5hodinach inkubace. Testovaci plotny se pfi inkubaci neobraceji dnem vzhru.

Za pozitivni vzorek se povaZuje takovy vzorek, u kterého je inhibi¢ni zéna vétsi nez 2 mm. Velikost
inhibicni zény se méri od vnéjsiho okraje inhibicni zény po vnéjsi okraj vzorku. Inhibi¢ni zéna vznika
vidy okolo stfedového kontrolniho disku napusténého vybranym antibiotikem. Pokud se inhibi¢ni
z6na kolem stfedového kontrolniho disku nevytvofi, je to dlikaz o chybé pfi pripravé testacnich pud.
Plotnové metody umoziuji skupinovou identifikaci inhibi¢ni latky. Pokud se zjisti pozitivni vysledek, je
nutné tyto vzorky poslat do referenc¢nich laboratofi pro dalsi kvalitativni i kvantitativni vySetieni.




I11.3. ZAVER A DOPORUCENI PRO PRAXI

Modifikovany postup agar difuzniho testu je vhodny pro screeningové vysetreni rezidui inhibicnich
latek ve vsech testovanych surovinach a potravinidch Zivocisného plvodu (mléko, vejce, med).
Ma vyssi vypovidaci schopnost a vétsi pravdépodobnost zachytu RIL v testovanych vzorcich.

Pouzité testacni kmeny Bacillus subtilis BGA CCM 4062, Kocuria rhizophila CCM 552, Geobacillus
stearothermophilus var. calidolactis C 935 CCM 5965, Escherichia coli CCM 7372 jsou dostatecné
citlivé na vétsSinu ze 7 testovanych antibiotik (gentamicin, chloramfenikol, oxacilin, linkospektin,
amoxicilin, erythromicin a ciproflexacilin).

Nejcitlivéjsi kmen k zachyceni nizké hladiny inhibi¢nich latek ve vzorcich surovin a potravin
Zivocisného pavodu je Kocuria rhizophila.

III. Srovnani ,novosti postupt*“

Modifikovany postup agar difuzniho testu spociva v rozsifeni mozZnosti jeho pouziti na vybrané
suroviny a potraviny ZivocisSného puvodu (mléko, vejce a med). V porovnani s klasickym difuznim
testem dochazi k vyznamnému zvyseni vypovidaci schopnosti upravené metodiky v disledku pouZiti
filtracnich papirl s vyssi nasdkavosti a vétsi velikosti disk(. Dale vétsi velikost diskd umoziiuje
pojmout vétsi mnoiZstvi vzorku, ¢imZz se samoziejmé také zvysi pravdépodobnost prikazu rezidui
inhibicnich latek (RIL) v testovanych surovinach resp. potravinach Zivoc¢isného plvodu.

IV. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Modifikovany postup stanoveni rezidui inhibi¢nich latek agar difuznim testem je prfednostné uréen
predeviim pro laboratofe Statnich veterinarnich Ustavll, laboratofe Statni zemédélské
a potravinarské inspekce, laboratofe mlékaren, provozni laboratore zpracovatell ZivocisSnych
produktl (vejce, med), ddle veterinarni Iékare véetné laboratofi stfednich odbornych a vysokych skol
zemédélského, potravinarského a veterinarniho zaméreni, odborné verejnosti i dalSim zajemcim
o danou problematiku.

V. Ekonomické aspekty

Pfedpoklddané pfimé ekonomické pfFinosy pro uZivatele se pohybuji na drovni 0 K¢ ve formé
hospodarského vysledku v prabéhu nasledujicich péti let. Hlavni pfinosy metodiky jsou nepfimé.
Jednim z vyznamnych nepfimych ekonomickych profitd zavedeni modifikované metodiky stanoveni
rezidui inhibicnich latek agar difuznim testem je rozsiteni moznosti stanoveni rezidui inhibicnich latek
ve vybranych surovinach a potravinach Zivocisného plvodu (mléko, vejce a med) zvySenim vypovidaci
schopnosti takto modifikované metodiky v dlsledku pouZziti filtracnich papird s vyssi nasakavosti
a vétsi velikosti disk(.



VI. Seznam pouzité souvisejici literatury

CARLSSON, A., BJORCK, L. (1989): Lactoferrin and Lysozyme in Milk During Acute Mastitis and their
Inhibitory Effect in Delvotest P. J. Dairy Sci., 72. 3166-3175.

COUNCIL DIRECTIVE 92/46/EEC of thel6 June 1992 laying down the health rules for the production and
placing on the market of raw milk, heat-treated milk and milk-based products. 1992, 41.

GELDERS S. (2001): Microbiological Contamination of Foods:Current Status and Need for Action.
Conference Paper. AFC/WHO/FAQO Intercountry Workshop on Emerging Food Safety Issues and
Consumer Protection. Amman, Jordan, 28-30 October 2001.

HANUS, 0., TICHACEK, A. (1997): Analysis of mikling technioque offect on somatic cell count.
Stocarstvo, 51. 121-128.

HOLEC, J. (1994): Vyskyt inhibi¢nich latek v mléce a jeho hygienickd a technologicka rizika. In: Sbornik
k Inhibi¢ni Iatky v mléce. Vyzkumny Ustav pro chov skotu, Proceedings. Rapotin, 4.

HONKANEN-BUZALSKI, T., SUHREN, G. (1999): Residues of Antimicrobial Agents in Milk and their
Significante to Public Health an Milk Processing. Bulletin IDF, 345, 11-12.

HOZOVA B., GORNER F., SKLENAROVA Z. Novsie poznatky z oblasti stanovenia inhibi¢nych latok
v mlieku. Potrav. védy 1994. 12:489-496.

KYRIAKIS, S.C., ALEXOPOULQS, C. (2000): Preventive Veterinary Medicine and Hygiene On-Farm
Strategies for the Assurance of Safety and Quality in Pork Production. In Product Safety and
Quiality Assurance. ISPA, University of Vechta, June 22-23, 2000.

NAVRATILOVA, P. (2002): Problematika rezidui inhibi¢nich latek v syrovém kravském mléce.
Veterinarstvi, 52, 478-481.

PEELITZ, H.D., FEUCKER, W. (1998): Kontrolle des Ernahrungs — zustandes am Computer. Neue
Landwirtschaft, 11. Z 63 — 66.

RIBBENS S, DEWULF J, KOENEN F, MINTIENS K, DE SADELEER L, DE KRUIF A, MAES D (2008): A survey
on biosecurity and management practices in Belgian pig herds. Prev Vet Med, 83:228-241.

SALONIEMI, H. (1997): Animal hygiene — scientific co-operation over borders for animal and human
health. 9th International Congress in Animal Hygiene. 17-21 August 1997, Helsinki, Finland.
Proceedings, Vol. 1: 3-7.

TEST KITS (2001): Christian Hansen. First Ed., 4 pp.

VOLDRICH, M., JECHOVA, M. (2004): HACCP: spravna vyrobni a hygienickd praxe, aktualni legislativa:
prirucka pro pracovniky restauraci a uUcelového stravovani. (eds.): Bezpecnost pokrmi
v gastronomii. Ceské a slovenské odborné nakladatelstvi/Food Service. Praha, 183s.

WHO (2002): Global Strategy for Food Safety — Food Safety Programme. Revised edition, 01/02

Zakon MZe €. 166/1999Sb., o veterinarni péci a o zméné nékterych souvisejicich zakon(.

VII. Seznam publikaci, které predchazely metodice

PAZOUT, V., TREML, F., ILLEK, J., NOVAK, P. & MALA, G. Detection of residues of inhibiting substances in
selected raw materials and foodstuffs of animal or. In XXVI International Congress of the
Hungarian Association for Buiatrics. Budapest: University of Veterinary Science, 2016, s. 336-338.

PAZOUT, V., TREML, F., ILLEK, J., MALA, G. & NOVAK, P. Orientacni prikaz residui inhibiénich latek ve
vybranych surovinidch a potravinach Zivocisného plivodu. In Aktudini otazky bioklimatologie
zvitat 2016. Praha Uhfinéves: Vyzkumny astav Zivocisné vyroby, v.v.i., 2016, s. 40-42.

PAZOUT, V., TREML, F., ILLEK, J., MALA, G. & NOVAK, P. Priikaz rezidui inhibi¢nich latek ve vybranych
slozkach potravniho fetézce. In Aktualni otazky bioklimatologie zvifat 2017. Praha Uhfinéves:
Vyzkumny dstav Zivocisné vyroby, v.v.i., 2017, s. 46-48.

10



Vydal: Vyzkumny dstav Zivocisné vyroby, v.v.i.
Pratelstvi 815, 104 00 Praha Uhfinéves

Nazev: STANOVENI REZIDUI INHIBIENICH LATEK VE VYBRANYCH SUROVINACH
ZIVOCISNEHO PUVODU

Autor: doc. MVDr. Vladimir PaZzout, CSc. (podil na vzniku metodiky 90 %)
doc. MVDr. Pavel Novak, CSc. (podil na vzniku metodiky 5 %)
Ing. Gabriela Mala, Ph.D. (podil na vzniku metodiky 5 %)

ISBN: 978-80-7403-87-8

Metodika vychdzi z feSeni projektu NAZV ¢ QJ 1530058

© Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno
© Vyzkumny Ustav Zivocisné vyroby, v.v.i., Praha Uhtinéves



Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno
Palackého tf. 1946/1
612 42 Brno

www.vfu.cz

Vyzkumny Ustav Zivocisné vyroby, v. v. i.
Pratelstvi 815
104 00 Praha Uhtinéves

WWW.VUzv.Cz



