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Falszywie dodatnie lub ujemne wyniki
w wykrywaniu pozostalosci antybiotykow

PozostatoSci antybiotykéw, ktére z réznych przy-
czyn moga znaleZ¢ sic w Zywnosci zwierzgcego
pochodzenia (2, 3, 9, 15, 16, 18, 19) nie s3, jak
wynika z licznych doniesien, obojetne dla jej jakosci
zdrowotnej. Zanieczyszczone tymi substancjami tkanki
zwierzgce, mleko czy jaja nie nadaja si¢ do kon-
sumpcji. Brak réwniez praktycznych mozliwosci uz-
datnienia tych surowcow. Z tego wzgledu wykry-
wanie pozostatosci antybiotykéw ma duze znaczenie
w diagnostyce laboratoryjnej, zarbwno w ramach
rutynowego nadzoru sanitarno-weterynaryjnego, jak
1 w badaniach monitorowych. Ze wzgledu na sto-
sunkowo niski koszt, tatwos¢ wykonania i na ogét
wystarczajaca czuto$é, podstawowe znaczenie maja
w tym zakresie metody mikrobiologiczne, zwtaszcza
w badaniach skryningowych.

Wsp6lna cecha metod mikrobiologicznych jest wy-
korzystanie zjawiska hamowania wzrostu wybranych
drobnoustrojéw (tzw. szczepdéw testowych) rosna-
cych na podtozach statych lub plynnych, przez sub-
stancje przeciwbakteryjne, w tym antybiotyki zawarte
w badanym materiale. Stosowanie metod mikro-
biologicznych musi jednak uwzgledniac szereg wa-
runkow, ktére z jednej strony mogq decydowac o
czutosci metody, a z drugiej powodowac wystapienie
falszywie dodatnich lub falszywie ujemnych wyni-
kéw analiz. Przyczyny tych zjawisk mozna uszere-
gowac w kilku grupach:

— rodzaj i wlasciwosci badanego materiatu;

— dobdr drobnoustroju testowego 1 wielkosci ino-
culum;

— sktad 1 odezyn pH podioza;

— rodzaj i pH rozciedczalnika (o ile stosuje si¢
ckstrakcje) oraz wspétczynnik rozcienczenia;

— warunki i czas inkubacji.

Rodzaj badanego materiatu i jego wlasciwos$ci maja
istotne znaczenie. Sposréd tkanek zwierzgcych mate-
rialem do badan sa zwykle nerki (6, 10, 19, 22),
rzadziej watroba. Ma to swoje uzasadnienie w meta-
bolizmie wigkszosci antybiotykéw, ktére w duzej czg-
$ci wydalane sa w formie niezmienionej Z moczem.
Mechanizm wchtaniania zwrotnego w nerkach jest
przyczyna duzej kumulacji tych zwiazkow, ktore 0sia-
gaja w nerkach st¢zenia wyzsze niz w innych narzadach
i tkankach. W przypadku drobiu, u ktérego pozyskanie
nerek jest technicznie trudne, optymalnym materialem
do tego rodzaju badan jest watroba (20).

Przy badaniu nerek, zwtaszcza §win i koni, nalezy
si¢ jednak liczy¢ z wystapieniem wynikow falszywie
dodatnich, ktérych przyczyna moze by¢ przede wszy-
stkim lizozym (5, 6, 8, 10, 11, 19, 20, 21, 22).
Zjawisko to jest powszechne szczegdlnie wowczas,
kiedy badane sa nerki mrozone. Zamrazanie, a na-
stgpnie rozmrazanie tkanki powoduje destrukcje ko-
morek, a w rezultacie uwolnienie lizozymu, manife-
stujace si¢ powstawaniem stref hamowania wzrostu
szczepu testowego na podtozu agarowym, niekiedy
o do$¢ duzej Srednicy. Strefy te s z reguly mniej
wyraziste niz w przypadku obecnosci antybiotykdw,
ale moga decydowac o intepretacji wynikow. Z wilas-
nych doswiadczen (dane nie opublikowane) zwig-
zanych m.in. z wykonywaniem badad monitorowych
przy uzyciu testu krazkowego z Bacillus subtilis
wynika, ze ok. 70% nerek Swin, ktore otrzymano
w stanie zamrozenia dawato strefy hamowania wzro-
stu wielkosci do 17 mm. Dla stwierdzenia, iz sa to
wyniki fatszywie dodatnie wykonano do§wiadczenie
polegajace na tym, ze badano najpierw nerki Swieze,
a nastgpnie te same po zamrozeniu. Ogétem na 121
badanych nerek w przypadku 85 (70%) po uprzed-
nim zamrozeniu otrzymano strefy hamowania wzro-
stu, podczas gdy nie notowano wynikéw dodatnich
przy badaniu nerek §wiezych. Dodatkowo dla po-
twierdzenia otrzymanych rezultatow te same zamro-
zone nerki poddawano gotowaniu przez 10 minut,
po czym badano powtdrnie ta sama metoda, nie
uzyskujac wynik6w dodatnich. Réwniez z dostep-
nych publikacji wynika, ze w przypadkach watpli-
wych mozna zastosowac ogrzewanie badanego ma-
teriatu przez kilka minut w temperaturze powyzej
70°C. Wystarcza to do unieczynnienia lizozymu,
natomiast nie zmienia aktywnosci ewentualnie obec-
nych antybiotykéw (11, 14, 21, 23). Niektorzy auto-
rzy proponuja zastosowanie filtréw membranowych
uniemozliwiajacych dyfuzj¢ lizozymu z badanego
materiatu (10, 23).

Z podobnymi problemami mozna si¢ zetknac przy
badaniu jaj, gdzie zwtaszcza biatko cechuje si¢ bar-
dzo silnymi wtasciwosciami bakteriostatycznymi (2,
3, 11, 21), co praktycznie uniemozliwia stosowanie
metod mikrobiologicznych bez uprzedniej obrobki
termicznej jaj lub odpowiednio dobranej ekstrakcji.
Lepsze wyniki daje badanie samego z6ttka, w ktorym
zreszta poziom pozostatosci antybiotykéw lub in-
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nych lekéw przeciwbakteryjnych jest wyzszy. Na-
turalnymi wlasciwos$ciami hamowania wzrostu drob-
noustrojéw cechuje si¢ takze midd pszezeli (17).

W przypadku mleka surowego, przy stosowaniu
metod mikrobiologicznych zawartych w obowiazujace;
aktualnie Polskiej Normie: PN-91/A-86033 Mleko.
Wykrywanie antybiotykéw i innych substancji ha-
mujacych. nalezy si¢ liczyC z mozliwoscig wysta-
pienia wynikéw falszywie dodatnich wtedy, kiedy
bada sie mleko od pojedynczych kréw. Moze ono
zawiera¢ podwyzszony poziom naturalnych inhibi-
toréw, jak m.in. laktoferyny i laktoperoksydazy. a
takze komoérek fagocytarnych i komérek somatycz-
nych (12, 15). Stad tez wskazane jest badanie mleka
zbiorczego od dostawcy. W przypadkach koniecz-
nych mleko mozna bada¢ po uprzednim podgrzaniu,
ktére podobnie jak w przypadku nerek eliminuje
aktywno$¢ naturalnych inhibitoréw.

W kazdym przypadku stosowania metod mikro-
biologicznych nalezy wzia¢ pod uwage. ze duze
zanieczyszczenie bakteryjne badanego materiatu unie-
mozliwia wykonanie badania (20. 23). Ewentualne
strefy hamowania nie beda widoczne, a przy metodach
uwzgledniajgcych zmiany barwy podloza wskutek
zakwaszenia spowodowanego wzrostem szczepu te-
stowego w czasie inkubacji (np. metody mikrobiolo-
giczne w wym. PN dla mleka) zjawisko to wystapl
wskutek namnazania si¢ innych drobnoustrojow. mi-
mo ewentualnej obecnosci substancji przeciwbakte-
rvinych. Taki sam efekt powstaje przy badaniu mleka
nadkwaszonego. stad koniecznos¢ uprzedniego spraw-
dzenia jego kwasowoscl.

Druga grupa przyczyn blednych wynikéw ozna-
czer w metodach mikrobiologicznych wynika z nie-
prawidlowego doboru drobnoustroju testowego i nie-
wihasciwej jego ilosci w pozywce. Sposréd metod
mikrobiologicznych najszersze zastosowanie maja
tzw. testy jakosciowe, w ktérych stosuje sig¢ jeden
szezep testowy. najezescie] Bacillus subrilis lub Ba-
cillus stearothermophilus (1, 19) oraz pozywke le-
stowg o wartosci odezynu pH w granicach 7-8.
Metody te umozliwiaja tylko wykrycie obecnosci
substancji przeciwbakteryjnych, bez mozliwosci ich
identyfikacji i oceny ilosciowej. W zalezno$cei od
szezepu testowego czulosc tych metod jest rozna w
odniesieniu do poszezegdlnych substancii. Bacillus
stearothermophilus jest np. bardzo wrazliwy na obec-
noéé penicylin (poziom wykrywalnosci — nawel
0.003 j.m. w | ml mleka), patomiast stosunkowo
mato wrazliwy na aminoglikozydy (wykrywalnosc:
1.0-4.0 mcg/ml mleka). W przypadku nizszych po-
zioméw np. streptomycyny wynik badania bedzie
wiec ujemny. Przy zastosowaniu Bacillus subtilis
sytuacja przedstawia sig odwrotnie. Z kolei wrazli-
wos¢ tych szezepow w odniesieniu do makrolidow
jest zblizona. Nawet przy uzyciu (ego samego Szcze-
pu testowego i podobne] pozywki drobne roznice
jej sktadu moga decydowac o otrzymaniu réznych

wynikéw. Stanowi to niekiedy problem przy badaniu
mleka wg PN-91/A-86033, kiedy inne metody sto-
sowane sa w laboratoriach weterynaryjnych, a inne
w zaktadach mleczarskich, pomimo tego, 1Z sa to
metody, w ktérych uzywana jest podobna pozywka
i ten sam szczep testowy, tj. Bacillus stearother-
mophilus var. calidolactis C 953.

W mikrobiologicznych metodach ilosciowych szcze-
py testowe, sklad i pH pozywki dobierane sa zgodnie
z kierunkiem badan (19). I tak np. przy oznaczaniu
penicylin optymalnym drobnoustrojem jest Micro-
coccus luteus ATCC 9341 i pozywka o pH 6,6-6.8:
dla tetracyklin: Bacillus cereus ATCC 11778 i po-
zywka o pH 5,7-5,9 itd. Wiasciwy dobér pH daje
mozliwosci uzyskania mozliwie najlepsze] dyfuzji
antybiotyku z badanego materiatu, a wigc rowniez
najwigkszych stref hamowania wzrostu, natomiast
uzyty szczep testowy decyduje o czulo$ci metody.
Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze szczepy lestowe
powinny pochodzic z referencyjnych kolekcji. np.
7z ATCC (American Type Culture Collection), czy
z BGA (Bundesgesundheitsanslalt). Chodzi tu o za-
chowanie wysokiej wrazliwosci szczepu na okre-
§lone substancje mimo wielokrotnego pasazowania
w warunkach laboratoryjnych. Trzeba dodac, ze mo-
wiac o Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis
lub Bacillus cereus ma sie na uwadze zawiesiny
przetrwalnikéw tych drobnoustrojéw, otrzymane przez
odpowiednie przygotowanie hodowli, tj. wielokrot-
ne przemywanie w wirdwee 1 ogrzewanie, zwykle
w temp. 70°C przez 30 minut. Chodzi o zapewnienie
réwnomiernego wWzrostu szczepu, co jest warunkiem
uzyskania czytelnych, wyraznie oddzielonych stref
hamowania wzrostu. Ponadto zawiesiny takie moga
by¢ dlugo uzywane, bez konieczno$ci czgstego prze-
siewania i odnawiania hodowli.

Nie mniej istotna niz dobor samego szczepu (e
stowego jest jego ilos¢ w pozywce. tj. wielkos¢
inoculyn. Zwykle waha si¢ ono w granicach 107-10"
jtk/em” podloza. Generalnie przyjmuje sig, Ze im
mniejsze inoculum. tym wigksze strefy hamowania
wzrostu, a wiec tym wigksza czutosé testu (13. 24).
Niezbedna jest jednak pewna minimalna ilo$¢ drob-
noustroju dla otrzymania wystarczajaco czytelnych
rezultatéw. W metodach plytkowych doS¢ istotne
znaczenie ma grubo$é warstwy agaru. zalezna od
objetosci pozywki wlanej do jednej plytki (1. 4.
15), Mniejsza grubos¢ warstwy agaru daje lepsze
mozliwoéci dyfuzji antybiotyku i korzystniejsze wa-
runki wzrostu drobnoustroju testowego. Zbyt mala
ilo§¢ podioza na plytce sprzyja jego wysychaniu i
pekaniu, zwlaszcza przy inkubacji w wysokiej tem-
peraturze, o ma miejsce przy uzyciu Bacillus ste-
arothermophilus.

W odniesieniu do stosowanej techniki nanoszenia
materialu w metodach plytkowych, przy uzyciu stu-
dzienek uzyskuje si¢ z reguly lepsze wyniki, niz
przy stosowaniu krazk6w bibutowych lub cylinder-
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kow. Materiat ze studzienek dyfunduje bowiem réw-
nomiernie na catej wysokosci studzienki, podczas
gdy z cylinderkow lub krazkéw raczej powierz-
chownie, trudniej w gtab podtoza.

O ile w prostych testach jakoSciowych nie stosuje
si¢ zadnej wstepnej obrobki badanego materiatu, o
tyle w przypadku metod stuzacych do 1dentyf1kac:]1
1 iloSciowego oznaczenia szukanej substancji ko-
nieczne jest uzycie wlasciwego rozciericzalnika, o
odpowiednim pH i we wiasciwej objgtosci. Chodzi
0 to, zeby nie ,,zgubi¢” antybiotyku przez nadmierne
lub niewtasciwe rozcienczanie (4, 13, 19).

W pewnych przypadkach konieczne jest odbiat-
czanie materialu przed rozpoczgciem analizy, po-
niewaz niektore substancje tworza nierozpuszczalne
1 nieaktywne biologicznie kompleksy z biatkami (2,
16). Wreszcie w metodach iloSciowych niezbedne jest
bardzo precyzyjne przygotowanie krzywych wzor-
cowych, przy czym musza by¢ zachowane wszystkie
opisane wyze] warunki dotyczace doboru drobno-
ustroju testowego, pozywki i rozcienczalnika. Jest
tez oczywiste, ze bazag do sporzadzania krzywe;j
wzorcowe] musi by¢ taki sam material, jaki bedzie
poddawany analizie. Decydujace jest jednak uzycie
standardu antybiotyku o gwarantowanej zawartos$ci
substancji czynnej, np. wg United States Pharma-
copea oraz prawidiowe przygotowanie stezenia wyj-
sciowego 1 kolejnych stgzen roboczych. Niektdre
substancje nie rozpuszczaja si¢ w wodzie, totez na-
wazke nalezy uprzednio rozpusci¢ np. w alkoholu
(erytromycyna) lub kwasie (tetracykliny), a po uzu-
petnieniu do potrzebnej objgtosci rozcienczaé od-
powiednio dobranymi roztworami buforowymi (13).
Nalezy réwniez pamigtac o nickiedy krétkich ter-
minach trwatoSci przygotowanych rozcieniczen, po-
niewaz nawet pozornie niewielki spadek aktywnoSci
przeciwbakteryjnej antybiotyku w znacznym stopniu
rzutuje na ksztalt krzywej standardowej, podobnie
zreszta, jak dokladnos$é wazenia substancji wzorco-
wej. Na ogot stezenia wyjsSciowe mozna bezpiecznie
przechowywac¢ do 10 dni, ale np. penicyliny tylko
do 3 dni.

Dobor warunkdw, tj. czasu i temperatury inkubacji
zalezy gltéwnie od uzytego szczepu testowego. W
metodach ptytkowych bardzo dobre wyniki (wigksze
strefy hamowania wzrostu) daje preinkubacja, zwy-
kle w temp. pokojowej, przez 1-4 godzin (4, 15,
16, 24), a nastgpnie inkubacja w temperaturze od-
powiedniej dla danego szczepu. W przypadku drob-
noustrojow z rodzaju Bacillus zbyt dtugi czas in-
kubacji spowoduje przerost kolonii, przez co strefy
hamowania beda mniej czytelne.

Reasumujac nalezy stwierdzic, ze jakkolwiek metody
mikrobiologiczne sg stosunkowo proste w wykonaniu
1 nie wymagaja kosztownego sprzg¢tu 1 aparatury
uzyskanie zadowalajacych wynikdéw uzaleznione jest
od przestrzegania okreslonych warunkéw. Dla osta-
tecznego potwierdzenia wynikéw badan mikrobiolo-

gicznych, zwilaszcza przy koniecznoSci identyfikacji
stwierdzonych pozostalosci powinny by¢ uzyte wy-
soce specyficzne metody instrumentalne, np. chro-
matografia cienkowarstwowa, cieczowa, gazowa ze
spektrometriag masowa, metody radioimmunologicz-
ne itd. Mimo zachowania wszystkich reziméw me-
toda mikrobiologiczna z racji swej natury nie moze
bowiem da¢ wynikéw absolutnie pewnych, szczegdlnie
w odniesieniu do tozsamosci wykrytego zwigzku.

Pismiennictwo

1. Bielecka M., Baldock J. D., Kotula A. W.: J. Fd Prot. 44, 194, 1981

2. Boudaut B., Moretain J. P., Boisseau J.: Food Add. Contam. 4, 297, 1987.

3. Burbianka M., Pliszka A., Burzyrska H.: Mikrobiologia zywnosci, PZWL,
Warszawa, 1983,

4. Davis W. W., Stout T. R.: Appl. Microbiol. 22, 659, 1971

S.DeZutter L., Koenen-Dierick K., VanHoof J.: Vlaams diergeneesk. Tijdschr
56, 118, 1987

6. Forschner E., Glende W.: Fleischwirtschaft 56, 226, 1976.

7. Gemmer H., Seeger H., Haase M.: Blaven Hefte 50, 529, 1973

8. Glende W. H.: Veterindrmedizinische Beitrage iiber die Antibiotika ver-
weildauer und den Antibiotikagehalt in der Muskulatur, Leber, Niere.
Galle und im Blut von Regenbogentlorellen (Salmo gairdneri) nach pe-
roraler Verabreichung verschiedener Chlortetracyklin (Aureomycin) Do-
sen. Praca dokt., Hannover, 1972,

9. Heillmann R.: Ringunterschung auf Hemmstoffe (Antibiotika) bei normal-
geschlachteten Rindern, Schweinen ‘und Kilbern an 11 Schlachthofen in
der Bundesrepublik Deutschland. Praca dokt., Hannover, 1971.

10. Heinert H. H., van der Wall G., Brehmer H.: Arch. Lebensmittelhyg. 27,
55, 1976

11, Inglis J. M., Kutz S. E.: J. Am. Off. Anal. Chem. 61, 1098, 1978.

12. Kurek Cz.: Mat. Kraj. Konf. Nauk.-Tech.: Substancje chemiczne w mleku
dziatajace hamujaco. Olsztyn, 1992, s. 3.

13. Microbiology Laboratory Guidebook, US FDA, 1974

14, Moats W. A.: J. F. Prot. 51, 491, 1988.

15. Mol H.: Antibiotics and milk. A contribution to the evaluation and solution
of a problem. Praca dokt., Utrecht, 1975.

16. Rutczyrska-Skonieczna E.: Roczniki PZH 17, 199, 1966,

17. Roth L. A., Kwan S., Sporns P J. F. Prot. 49, 436, 1986

18. Rozariska H., Kwiatek K.: Zycie wet, 67, 277, 1992.

19. Rozaiska H., Kwiatek K.: Przeglad metody wykrywania i oznaczania
pozostatosci antybiotykdéw w zywnosci zwierzgcego pochodzenia. Postep
w analizie zywnosci. T3. Wybrane zagadnienia analizy chemicznej i fizy-
kochemicznej. Wyd. Inst. Przem. Migsnego, Warszawa, 1993, s. 194

20, Schaal E.: Fleischwirtschaft 13, 561, 1961
21}, Schellhaas G.; Forschr. Vet. Med. z. 20, 272, 1974,
22, Schmidt U., Cremling K.: Fleischwirtschaft 55, 1736, 1975

23. Smither R.: J. Appl. Bacteriol. 45, 267, 1978
24, Thomsen F. V.. Acta Pathol, Micr. Scand. 61, 303, 1964

Adres autora: lek. wet. Hanna Roézanska, ul. Kaniowezykow 6/11,

24-100 Putawy

WALL P. G., MORGAN D., LAMDEN K., GRIFFIN M.,
THRELFALL E. J., WARD L. R.,, ROWE B.: Transmisja
szczepow Salmonella typhimurium opornych na wiele lekow
przeciwbakteryjnych z bydla na czlowieka. (Transmission
of multi-resistant strains of Salmonella typhimurium from
cattle to man). Vet. Rec. 136, 591-592, 1995 (23)

Wazrost liczby izolatéw Salmonella ryphimurium opormych na wiele pre-
paratéw przeciwbakteryjnych zainspirowal badania nad Zrédtami zakazenia
tym drobnoustrojem. Czynnikiem ryzyka byt kontakt z chorymi cieletami za-
kazonymi S. typhimurium DT 104. Szezepy S. typhimurium DT 104 sa oporne
na ampicyling, chloramfenikol, streptomycyne, sulfonamidy i tetracykliny,
przy czym geny lekoopomosci sa zintegrowane z chromosomami. Badaniem
objeto 105 o0séb chorych oraz 235 os6b zdrowych. U chorych wystepowata
biegunka (u 27% krwawe stolce), wymioty (45%), béle brzucha (68%) i go-
raczka (83%). W 10 przypadkach ustalono istnienie kontaktéw z chorym bydtem.
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