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Falszywie dodatnie lub ujemne wyniki
w wykrywaniu pozostalości antybiotyków

Pozostałości antybiotyków, które z różnych przy-
czyn mogą znaleźć się w zywności zwierzęcego
pochodzenla (2, 3, 9, 15, 16. i8. 19) nie są, jak
wynika zIlcznych doniesień, obojętne dla jej jakości
zdrow otnej . Zanteczy szczo ne tymi sub stancj ami tkanki
zwierzęce, mleko czy JaJa nie nadają się do kon-
sumpcji. Brak równiez praktycznych mozliwości uz-
datnienia tych surowców. Z tego względu wykry-
wanie pozostałości antybiotyków ma duze znaczenle
w diagnostyce laboratoryjnej, zarówno w ramach
Iutynowego nadzoru sanitarno-weterynaryjnego, jak
i w badaniach monitorowych. Ze względu na sto-
sunkowo niski koszt, łatwość wykonania i na ogół
wystarczaj ącą czułość, podstawowę znaczenie mają
w ty m z akres ie metody mikrobi olo grczne, zwłaszcza
w badaniach sklyningowych.

Wspóiną cechą metod mikrobiologicznych jest wy-
korzystanie zjawiska hamowania wzrostu wybranych
drobnoustrojów (tzw. szczepów testowych) rosną-
cych na podłozach stałych lub płynnych, przez sub-
stancje przeciwbakteryjne, w tym antybiotyki zawatl.c
w badanym materiale. Stosowanie metod mikro-
biologicznych musi jednak uwzględniać szereg wa-
runków, które z jednej strony mogą decydować o
cztrłości metody, a z drugiej powodować wystąpienie
fałszywie dodatnich lub fałszywie ujemnych wyni-
ków analiz. Przyczyny tych zjawisk mozna uszere-
gować w kilku grupach:

- rodzaj i właściwości badanego materiału;

- dobór drobnoustroju testowego i wielkości ino-
culum\
- skład i odczyn pH podłoza;
- rodzaj i pH rozcieńczalnika (o ile stosuje się

ekstrakcję) oraz współczynnik rozcleńczenta;
- warunki i czas inkubacji.
Rodzaj badanego materiału i jego właściwości mają

istotne znaczęnle. Spośród tkanek zwlęrzęcych mate-
riałem do badan są zwykle nerki (6, I0, 19, 22),
rzadziej wątroba. Ma to swoje uzasadnienie w meta-
bolizmie większości antybiotyków, które w dlżej czę-
ści wydalane są w formie niezmrenionej z moczem.
Mechanizm wchłaniania zwrotnego w nerkach jest
przyczyną duzej kumulacji tych związków, które osią-
gaj ą w nerkac h stęzen i a wy ższe niż w innych na rządach
i tkankach. W przypadku drobiu, u którego pozyskanie
nerek jest technicznie trudne, optymalnym materiałem
do tego rodzaju badań jest wątroba (20).

Przy badaniu nerek, zvłłaszcza świń i koni, nalezy
się jednak Itczyć z wystąpieniem wyników fałszywie
dodatnich, których przyczyną może byó przede wszy-
stkim lizozym (5, 6, 8, 10, II, 19, 20, 2I, żż).
Zjawisko to jest powszechne szczególnie wówczas,
kiedy badane są nerki mrozone. Zamrażanls, a na-
stępnie rozmrażante tkanki powoduje destrukcję ko-
mórek, a w rezultacie uwolnienle ltzozymą manife-
stujące się powstawaniem stref hamowania wzrostu
szczeplJ testowego na podłozu agarowym, niekiedy
o dość duzej średnicy. Strefy te są z reguły mniej
wyraziste niz w przypadku obecności antybiotyków,
ale mogą decydowaó o intepretacji wyników .Zwłas-
nych doświadczęń (dane nie opublikowane) zwią-
zany ch m.In. z wykonyw aniem b adań monitorowych
przy użyciu testu krązkowego z Bacillus subtilis
wynika, ze ok. JOVa nęręk świń, które otrzymano
w stanie zamrożeniadawało strefy hamowania wzro-
stu wielkości do 17 mm. Dla stwierdzenia, iż sąto
wyniki fałszywie dodatnie wykonano doświadczenie
polegające na tym, ze badano najpierw nerki świeze,
a następnie te same po zamrożeniu. Ogółemna IżI
badanych nerek w przypadku 85 (7)Vo) po uprzed-
nim zamrozeniu otrzymano strefy hamowania wzro-
stu, podczas gdy nie notowano wyników dodatnich
przy badaniu nerek świezych. Dodatkowo dla po-
twierdzenia otlzymanych rezultatów te same zamro-
zone nerki poddawano gotowaniu przez 10 minut,
po czym badano powtórnie tą samą metodą, nie
uzyskując wyników dodatnich. Równiez z dostęp-
nych publikacji wynika, że w przypadkach wątpli-
wych mozna zastosować ogrzewanie badanego ma-
teriału przez kilka minut w temperatlrze powyzej
7O"C. Wystarcza to do unieczynnienia ltzozymu,
natomiast nie zmienia aktywności ewentualnie obec-
nych antybiotyków (II, 14, 2I, 23), Niektórzy auto-
rzy proponują zastosowanie filtrów membranowych
uniemozliwiających dyfuzję ltzozymu z badanego
materiału (IO, 23).

Z podobnymi problemami mozna się zetknąć przy
badaniu jaj, gdzie zwłaszcza białko cechuje się bar-
dz o silnymi wł aściwo ściami b akterio staty czny mt (2,

3, II, żI), co praktycznie uniemozliwia stosowanie
metod mikrobiolo gtcznych bez lprzedniej obróbki
termicznej jaj lub odpowiednio dobranej ekstrakcji.
Lepszewyniki daje badanie samego żółtka, w którym
zresztą poziom pozostałości antybiotyków lub in-
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nych leków SZy, Na-
turalnymi w stu drob-

noustrojów li (17),.

dzenia jego kwasowości.
Drugi g.upa przyczyn błędnych wyników ozna-

czeń Ó ńtoOoc-t mikróbiologicznych wynika z nle-

prawidłowego doboru dlobnoustloju testowego i nie-
'właściwe1 jógo ilości w pozywce, Spośród metod

metody, w których uzywana jest podobna pozywka
i ten Śam szczep testowy, tj. Bacillus stearotller-

bvć dłuso uzywane, bez konieczności częstego prze-

,i.*unń i oónawiania hodowli,
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ków. Mate r nł ze studzienek dyfunduj e bowiem rów-
nomiernie na całej wysokości studzienki, podczas
gdy z cylinderków lub krązków raczej powierz-
chownie, trudniej w głąb podłoza.

O ile w prostych testach jakościowych nie stosuje
się zadnej wstępnej obróbki badanego materiału, o
tyle w przypadku metod słuzących do identyfikacji
i ilościowego oznaczenia szukanej substancji ko-
nleczne jest uzycie właściwego rozcieńczalnika, o
odpowiednim pH i we właściwej objętości. Chodzi
o to, zeby nie ,,zgubić" antybiotykl przez nadmierne
Iub niewłaściwe rozcleńczanie (4, 13, 19).

W pewnych przypadkach konieczne jest odbiał-
czanle materiału przed rozpoczęclem analizy, po-
nl,ew aż niektóre sub stancj e tw oIzą nierozpu sz czalne
i nieaktywne biologicznie kompleksy z białkami (2,
16). Wreszcie w metodach ilościowych niezbędne jest
bardzo precyzyjne przygotowanie krzywych wzor-
cowych, przy czymmuszą być zachowane wszystkie
opisane wyżej warunki dotyczące doboru drobno-
ustroju testowego, pozywki i tozcs,eńczalnika. Jest
też oczywiste, że bazą do sporządzania krzywej
wzorcowej musi być taki sam materiał, jaki będzie
poddawany analizie. Decydujące jest jednak uzycie
standardu antybiotyku o gwarantowanej zawartości
substancji czynnel, np. wg United States Pharma-
copea oraz prawidłowe przygotowanie stęzenia wyj-
ściowego i kolejnych stęzeń roboczych. Niektóre
substancje nie rozpuszczają się w wodzie, toteż na-
wazkę należy uprzednio rozpuścić np. w alkoholu
(erytromycyna) lub kwasie (tetracykliny), a po uzu-
pełnieniu do potrzebnej objętości rozcieńczać od-
powiednio dobranymi roztworami buforowymi (13).
Nalezy równiez pamiętać o niekiedy krótkich ter-
minach trwałości przygotowanych rozcięńczeń, po-
niewaz nawet pozornie niewielki spadek aktywności
przeciw b akteryj nej antybiotyku w znacznym stopniu
rzutuje na kształt krzywej standardowej, podobnie
zresztą, jak dokładność wazenia substancji wzorco-
wej. Na ogół stęzenia wyjściowe mozna bezptecznte
przechowywać do 10 dni, ale np. penicyliny tylko
do 3 dni.

Dobór warunków, tj. czasu i temperatuly inkubacji
zależy głównie od uzytego szczepu testowego. W
metodach płytkowych bardzo dobre wyniki (większe
strefy hamowania wzrostu) daje preinkubacja, zwy-
kle w temp. pokojowej, przez I-4 godzin (4, 15,
16, ż4), a następnie inkubacja w temperaturze od-
powiedniej dla danego szczepu. W przypadku drob-
noustrojów z rodzaj,l Brtcillus zbyt długi czas in-
kubacji spowoduje przerost kolonii, przez co strefy
hamowania będą mniej czytelne.

Reasumuj ą c należy stw i erdzić, ze j akkolwiek meto dy
mikrobiologiczne są stosunkowo proste w wykonaniu
i nie wymagają kosztownego sprzętu i aparatury
uzyskanie zadow alaj ących wyników lzalężnione jest
od przestrzegania określonych warunków. Dla osta-
tecznego potwierdzenia wyników badań mikrobio1o-

giczny ch, zwłaszcza przy konieczności identyfikacj i
stwierdzonych pozostałości powinny być użyte wy-
soce specyficzne metody instrumentalne, np. chro-
matografia cienkowarstwowa, cieczowa, gazowa ze
spektrometrią masową, metody radioimmunologicz-
ne itd. Mimo zachowania wszystkich rezimów me-
toda mikrobiologiczna z racji swej natury nie moze
bowiem dać wyników absolutnie pewnych, szczegóInle
w odniesieniu do tozsamości wykrytego związktt.
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Wzrost liczby izolatów Salmonella ryphimu"ium opomych na wiele pre-

paratów przeciwbakteryjnych zainspirował badania nad źródłłmj zakażenia
tym dlobnoustrojem. Czynnikiem ryzyka był kontakt z chorymi cielętanri za-

każonymi S. tl,phimulium DT 104 Szczepy S tl:pltimuriun DT 10.ł są opome

na ampicylinę, chloramfenikol, streptomycynę, sulfonamidy i tetracykliny,
przy czym geny lekoopomości są zintegrowane z clromosomami. Badaniem

objęto l05 osób chorych oraz 235 osób zdrowych U chorych występowała

bieguŃa (l 217o krwawe stolce), wymioty (45%), bóle brzucha (,687o) i go-

ączka (837o). W l0 przypadkach ustalono istnienie kontaktów z chorym bydłem

C


