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W pracy opisano wymagania dotyczace systemOw zapewniania jakosci przy
oznaczaniu antybiotykéw i innych substancji hamujacych w mleku. Podano wy-
magania metodyczne oraz zasady wewnatrz- i zewnatrzlaboratoryjnej kontroli
jakosci badan.

WSTEP

Powszechne stosowanie antybiotykéw w weterynarii, a zwaszcza w leczeniu i pro-
filaktyce chordéb bakteryjnych gruczotu mlekowego u kréw, stanowi ryzyko wystepo-
wania pozostatosci tych preparatow w mleku spozywczym, a takze w mleku w proszku
- podstawowym surowcu do produkcji mieszanek dla niemowlat i dzieci. Jak wynika
z badan wykonanych w 23 wojewddztwach w latach 1990-1993, stwierdzona
w zaleznos$ci od metody liczba prébek zawierajgcych pozostatosci antybiotykéw i innych
substancji hamujacych wynosita:

- w mleku surowym (przed zmieszaniem w basenach zbiorczych) od 13,1 do 22,4%,

- w mleku spozywczym od 10,5 do 19,5%,

- w mleku w proszku od 12,9 do 18,2% [18].

Zagrozenie dla zdrowia cztowieka wynikajace z obecnosci w zywnosci pozostatosci
antybiotykéw zwigzane jest z istotnymi problemami:

- wywotlywaniem alergii,

- powstawaniem i narastaniem opornos$ci drobnoustrojow saprofitycznych

i chorobotworczych na antybiotyki,

- toksycznoscig samych zwigzkow,

- zanieczyszczeniem $rodowiska.

Praca wykonana w ramach projektu badawczego zamawianego KBN: PBZ 64-02 pn. Opra-
cowanie podstaw systemu zapewniania jakosci w laboratoriach Panstwowej Inspekcji Sanitarnej.
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Zwraca uwage fakt, ze w krajach o dobrze rozwinietej hodowli bydta mlecznego
ilos¢ probek, w ktérych stwierdza sie antybiotyki wynosi ponizej 0,1% [10, 11, 14].

STAN PRAWNY

Krajowe ustawodawstwo zywno$ciowe nie dopuszcza obecnos$ci antybiotykéw w
zywnosci pochodzenia zwierzecego [24]. Oznacza to, ze zawarto$¢ antybiotyku w probce
musi by¢ nizsza od wykrywalnos$ci rutynowo stosowanych metod analitycznych. W zale-
ceniach Komitetu Kodeksu Zywno$ciowego FAO/WHO oraz w ustawodawstwie Unii
Europejskiej przyjeto dla lekow weterynaryjnych pojecie ,najwyzsze dopuszczalne
pozostatosci” (Maximum Residue Limits - MRL’), uwzgledniajagce ustalone
dopuszczalne dzienne pobranie (ADI). Poréwnanie wymagan UE i| KKZ FAO/WHO
dla niektérych antybiotyk6éw i innych substancji hamujacych w mleku przedstawia tabela
I [1-5, 22, 23]

Tabela 1. Wartosci ADI i MRL ustalone przez UE i KKZ FAO/WHO
ADI and MRL values established by UE and FAO/WHO

(T) - ustalono tymczasowo

‘na osobe

2vszystkie substancje nalezace do grupy tetracyklin
\vszystkie sulfonamidy

Ocena krajowych metod analitycznych

Metody wykrywania obecnosci antybiotykdw i innych substancji hamujacych
w mleku mozna podzieli¢ na:

- mikrobiologiczne,

- enzymatyczne,

- chromatograficzne i inne.

Metody mikrobiologiczne polegajg na hamowaniu rozwoju organizmu testowego
przez substancje obecne w badanej prébce. Okres$la sie je na podstawie zmiany
kwasowosci lub potencjatu oksydoredukcyjnego podioza a w przypadku metod
ptytkowych dodatkowo - na podstawie wielkosci strefy hamowania wzrostu.
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Metody te wyrdzniajg sie niskim kosztem jednostkowym oznaczenia oraz prostotg
wykonania i matymi wymaganiami w stosunku do wyposazenia laboratorium. Jako
wady wymienia sie dlugi czas oznaczenia (kilka - kilkanascie godzin), wrazliwo$¢ na
enzymy tkankowe, niedostateczng czuto$¢ na niektdre grupy antybiotykéw, niespecy-
ficzno$c.

Testy mikrobiologiczne, szczeg6lnie w postaci zestawoéw, sg powszechnie stosowane
w rutynowej kontroli. Jako organizmy testowe wykorzystuje sie najczesciej Bacillus
stearothermophilus i Streptococcus thermophilus, a takze Bacillus subtilis, Streptococcus
lactis, Sarcinia lutea.

PN-91/A-86033 ,,Mleko. Wykrywanie antybiotykéw i innych substancji hamujacych”
zaleca kilka metod do oceny mleka w kierunku pozostatosci antybiotykéw [15]:

- mikrobiologiczng metode dyfuzyjng ptytkowa ze szczepem testowym Bacillus

stearothermophilus var. calidolactis - C 953,
- testy bakteryjne probéwkowe ze szczepem testowym Bacillus stearothermophilus
var. calidolactis - C 953:

- Szybki Test Dyfuzyjny (STD-ABIOTEST),

- test redukcyjny z czernig brylantowg (BR-test),

- Polutest M,

- Delvotest,

- enzymatyczng metode ,Penzym” do wykrywania antybiotykow (i-laktamowych (i

jej warianty).

W krajowych metodach oznaczania antybiotykow i innych substancji hamujgcych -
STD i Polutest M wykorzystano Bacillus stearothermophilus oraz purpure bromokre-
zolowg STD produkowany w postaci gotowych do uzycia fiolek, zawierajagcych pozywke
agarowg z barwnikiem zaszczepiong przetrwalnikami organozmu testowego; trwato$é
testu wynosi 2 miesigce. W PoluteScie M wszystkie sktadniki wystepujg w postaci
proszku: liofilizowane przetrwalniki Bacillus steathermophilus, czynnik zelujacy i sub-
stancje odzywcze zmieszane w odpowiednich proporcjach sa umieszczone w fiolkach.
Trwato$¢ preparatu wynosi 18 miesiecy. Przed wykonaniem oznaczenia podtoze nalezy
uwodnié.

Najbardziej znang metodg enzymatyczng jest Penzym. Ocena opiera si¢ na hamo-
waniu przez antybiotyki z grupy p-laktamowych aktywnos$ci DD-karboksypeptydazy
(penicylinazy): w mleku wolnym od antybiotykéw (J-laktamowych penicylinaza od-
szczepia D-alanine z substratu syntetycznego. D-alanina w wyniku specyficznych reak-
cji enzymatycznych zostaje utleniona do kwasu pirogronowego z jednoczesnym wyt-
worzeniem nadtlenku wodoru, ktéry utlenia wskaznik oksydoredukcyjny, w $srodowisku
kwasnym barwi sie na intensywny rézowy kolor. Obecno$¢ antybiotykow (i-laktamo-
wych powoduje zwigzanie czesci lub catosci penicylinazy - biatoz6tta barwa prébki.

Do grupy metod enzymatycznych zalicza si¢ réwniez tzw. testy immunoenzymaty-
czne, wykazujgce duzg specyficzno$¢ w stosunku do oznaczanych antybiotykow. Sa to
zwykle oznaczenia szybkie i dokladne, wykorzystywanie ich ogranicza sie jednak
wylaczne do laboratoriow badawczych.

Do oznaczenia pozostatoSci antybiotykéw stosuje sie roéwniez metody chromato-
graficzne (cienkowarstwowg, cieczowa, gazowg) przy zastosowaniu réznych rodzajow
detekcji. Mimo dobrej wykrywalnosci chromatografia nie jest technikg stosowang
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w kontroli rutynowej, jest czaso- i pracochtonna; wymaga niejednokrotnie skom-
plikowanego sprzetu. Moze by¢ stosowana jako metoda odwotawcza lub pot-
wierdzajgca badz w pracach badawczych [13].

Metody opisane w PN-91/A-86033 nalezg réwniez do najczesciej stosowanych na
Swiecie: rycina 1 [21]. Jak wynika z badan Miedzynarodowej Federacji Mleczarskiej
(International Dairy Federation, IDF) do najpopularniejszych zalicza sie: Delvotest,
metode plytkowsa i jej modyfikacje, BR-test, testy dyfuzyjne probdwkowe, ukwaszenie
oraz test Penzym. Poza testem opartym na ocenie stopnia ukwaszenia probki pozostate
techniki sg uwzglednione w ww. PN.

Ryc. 1. Ocena czestotliwosci stosowania metod analitycznych oznaczania zawartosci antybio-
tykéw i innych substancji hamujacych.
Assesment of the frequency of the use of analytical methods for the determination of
antibiotic residues and other inhibitors.

Zaletg testow mikrobiologicznych jest ich dobra wykrywalno$é, sa one jednak
niespecyficzne. Szczepy testowe nie reagujg wybidérczo, sg wrazliwe na szereg antybio-
tykoéw. Falszywe wskazania mogg by¢ spowodowane zawarto$cig w tkance lub mleku
substancji naturalnych np. enzyméw lub substancji pochodzenia obcego - $rodkéw
myjacych czy tez innych lekdw jak np. sulfonamidéw [6].

Sprawdzajac niektdre zalecenia producentéw testdw krajowych stwierdzono, ze
uzywane mleko do badania powinno by¢ Swieze, nie nalezy poddawa¢ go gotowaniu.
Whbrew informacjom producentéw testdw zagotowanie prébki moze spowodowaé po-
gorszenie wykrywalnosci, zwtaszcza w przypadku antybiotykow (}-laktamowych [19].

Decydujacym parametrem okre$lajacym przydatno$¢ metody do oznaczania antybio-
tykow i innych substancji hamujacych jest jej wykrywalno$¢ (w testach mikrobiologicznych
minimalne stezenie hamujgce - MIC). Powinna by¢é ona nizsza od dopuszczalnego
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maksymalnego poziomu pozostatoSci. Nalezy sadzi¢, ze stosowane dotad metody
oznaczania antybiotykow w mleku bedg weryfikowane, zgodnie z zaleceniami ich
wykrywalno$¢ powinna byé réwna lub mniejsza niz ustalony, maksymalny poziom
pozostatosci (MRL) [4].

Poréwnanie zbadanych granic wykrywalnosci dla metod podanych w PN
przedstawiono w tabeli II.

Czuto$¢ testbw na poszczeg6lne substancje hamujace byla czesto nizsza od progéw
wykrywalnosci, podanych przez producentéw badZ autoréw metod.

Wyniki oznaczen potwierdzajg zasadno$¢ zamieszczenia w PN, obok metody
plytkowej, mikrobiologicznych testéw dyfuzyjnych: STD-Abiotest oraz Polutest M
(produkcji krajowej) jak rowniez Delvotestu i BR-testu. W rutynowej kontroli mleka
w kierunku obecnosci antybiotykdw negatywny wynik testu Penzym wymaga ewentual-
nego potwierdzenia metodg mikrobiologiczna.

WYMAGANIA TECHNICZNE

Pomieszczenia i warunki ogdlne

Pomieszczenia stosowane do oznaczania antybiotykéw i innych substancji ha-
mujacych jak réwniez podstawowe zasady pracy powinny odpowiada¢ co najmniej
0g6lnym wymaganiom podanym dla laboratoriéw mikrobiologicznych w PN-93/A-86034/02
»Mleko i przetwory mleczarskie. Badania mikrobiologiczne. Og6lne zasady badan” [16].
Wyposazenie

Do wykonywania oznaczen antybiotykéw i innych substancji hamujacych wg. PN-
91/A-86033 niezbedne jest nastepujgce wyposazenie: pehametr - (metoda ptytkowa),
cieplarka o temperaturze 64+1°C (metoda ptytkowa, STD, BR-test, Delvotest), ciep-
larka 68+1°C lub taznia wodna 65+1°C (Polutest M), taznia wodna 47+0,5°C (Pen-
zym), lodoéwka, zamrazarka.

Szkto nalezy my¢ i wyjatawia¢ zgodnie z PN-93/A-86034/02. Oznaczenie bakte-
riob6jczy lub bakteriostatycznych pozostatoSci na powierzchni szkta laboratoryjnego
powinno byé wykonane np. wg. [12].

Cieplarki, taznie wodne i loddéwki

Termostaty, taZznie wodne i lodowki powinno sie sprawdzac¢ rutynowo raz dziennie
przed podjeciem pracy. Celowe jest wyposazenie kazdego urzadzenia w termometr
umieszczony w zlewce z gliceryna, termometr elektroniczny lub termograf. Zapis
powinien obejmowac oznaczenie urzadzenia, date i godzine pomiaru, numer ter-
mometru, potozenie na poétce (cieplarka, lodéwka), podpis osoby dokonujacej pomiaru.
Dodatkowg kontrole przy uzyciu innego termometru nalezy przeprowadzi¢ wg. wskazan
podanych w tabeli IlIl. Sprzet nalezy kalibrowa¢ w istotnym zakresie temperatur
uzywajac termometru o podziatce elementarnej nie wiekszej niz 0,1°C [9].

Pehametr

Pehametry przed uzyciem nalezy kalibrowa¢ przy pomocy buforow wzorcowych.
Dostepne sg w sprzedazy odpowiednie bufory wzorcowe o pH 4,0 i 7,0. Aby sprawdzi¢
czuto$¢ elektrody mozna zmierzyé roznice potencjalu w mV pomiedzy pH 4,0 i 7,0.
Powinna ona wynosi¢ 172-171 mV. Jezeli jest mniejsza niz 172 mV ale wigksza niz
150 mV elektrode nalezy zregenerowac przed uzyciem przy pomocy dwufluorowodorku
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Tabela 111. Czestotliwos¢ i doktadnos¢ kontrolowania wyposazenia
Frequency and accuracy of equipment controls

1 Upewnic sie, ze temperatura w réznych miejscach termostatu jest taka sama
2 Dla niektorych metod wymagana jest wieksza dokfadnosé

amonu (patrz nizej). Jezeli réznica jest mniejsza niz 150 mV elektrode nalezy wymienié.
Elektrode nalezy regularnie czysci¢ roztworem pepsyny. Ttuszcz mozna usuwaé przez
przemywanie acetonem. Nalezy pamieta¢, ze jezeli elektroda byfa zanurzona w ace-
tonie przez diluzszy czas to membrana bedzie wysuszona i wymaga zréwnowazenia
w wodzie [9].

Regeneracja elektrody pehametru w roztworze dwufluorowodorku amonu:

1. Zanurzy¢ elektrode w 20% KHJ/-LWrna 30 sekund.

2. Przemy¢ wodg destylowana.

3. Zanurzy¢ elektrode w 6M HC1 na 5 minut.

4. Przed uzyciem zanurzy¢ przez 12-24 godzin w buforze o pH 7,0.

Odczynniki i materiaty pomocnicze

Odczynniki powinny by¢ co najmniej o czystosci ,,do mikrobiologii”. Jako$¢ produk-
tow réznych dostawcow jest zréznicowana, co moze wptywaé na wykrywalnos¢ testow.
Rézna moze tez by¢ jako$¢ poszczegblnych partii testow od tego samego dostawcy.
Wazne jest takze, aby laboratorium posiadato procedury kontroli jako$ci pozywek.
Kazda partia sprowadzanych do laboratorium testow powinna zosta¢ rutynowo
sprawdzana.

WEWNATRZLABORATORYJINA KONTROLA JAKOSCI

Laboratorium powinno stworzy¢ system, umozliwiajgcy state sprawdzanie jakosci
wykonywanych prac. Moze polega¢ to na réwnolegtym oznaczeniu:

- prébek fortyfikowanych,
- prébek archiwalnych,

- materiatdw referencyjnych.
W przypadku oznaczania antybiotykéw i innych substancji hamujacych w mleku
najbardziej uzyteczng metodg jest rownolegte oznaczenie prébek fortyfikowanych.

System taki powinien zawiera¢:

- okres$lenie czestotliwosci oznaczenia probek fortyfikowanych,
- przygotowanie i fortyfikowanie prébek,

- oznaczenie,

- rejestracje wynikow,

- ocene wynikéw,

- whnioski i ewentualne dziatania korygujace.
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Okres$lenie czestotliwos$ci oznaczenia probek fortyfikowanych

Laboratorium powinno okresli¢ czestotliwo$¢ wykonywania oznaczen prébek forty-
fikowanych. Powinny one by¢ wykonywane co najmniej:

- przed pierwszym uzyciem nowej partii podtozy lub testéw,

- zmianie w postepowaniu mogacej mie¢ wplyw na wynik oznaczenia, np. zmiana

procedury mycia szkia,

- kazdorazowo przy oznaczeniu probek badanych.

Zaleca sie rowniez, aby kazdy z pracownikéw wykonujacych badania pozostatosci
antybiotykdw byt przeszkolony oznaczajgc prébki fortyfikowane i kontrolne (mleko
wolne od antybiotykéw).

Przygotowanie prébek fortyfikowanych

Roztwdr podstawowy otrzymuje sie przez rozpuszczenie odwazonej ilosci soli so-
dowej penicyliny G (np. Sigma nr kat. PEN-NA) w 1% buforze fosforanowym, pH 6,0
tak aby otrzymac stezenie 1000 j/ml (1667 jednostek = 1 mg soli sodowej penicyliny
G). Trwato$¢ roztworu podstawowego w temperaturze pokojowej dwa dni, w tempera-
turze -8°C dwa tygodnie [20]. Nastepnie nalezy przygotowac rozciefnczenie mlekiem
wolnym od antybiotykéw (np. Difco nr kat. 1803-63-1, Biolacta) do otrzymania
pozadanych stezeh. Dobdr stezen w zaleznosci od testu przedstawia tabela IV.

Oznaczenie

Oznaczenie antybiotykéw i innych substancji hamujacych w prébkach fortyfikowanych
nalezy wykonywac $cisle wedtug ustalonej procedury, w takich samych warunkach jak
oznaczenia badanych probek. Dobdr stezen w zaleznosci od testu przedstawia tabela
IV. Dla oznaczen wykonywanych dla nowej partii a takze przy innych zmianach nalezy
badaé¢ co najmniej dwa razy po dwie rownolegte prébki; dla kontroli podczas
oznaczenia dwie réwnolegte probki, dla podanych w tabeli stezen.
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Rejestracja wynikow

Uzyskane wyniki laboratorium powinno zapisywa¢ i przechowywaé zgodnie z przy-
jetymi zasadami. Uzyskane wyniki moga stuzy¢ jako dowdéd poprawnego wykonywania
testow, ich wiasciwej jakosci oraz jako $wiadectwo przeszkolenia i biegtosci pra-
cownikow.

MIEDZYLABORATORYJINE BADANIA BIEGLOSCI

Laboratorium powinno stara¢ sie uczestniczy¢ w miedzylaboratoryjnych badaniach
biegtosci dotyczacych oznaczenia antybiotykéw i innych substancji hamujgcych w mleku
w celu potwierdzenia wtasnych kompetencji [7, 8].

Przy organizowaniu badan biegtosci powinno uwzgledni¢ sie nastepujgce zagad-
nienia:

- rodzaj materiatu badanego,

- sposOb przekazywania prébek uczestnikom i wynikow organizatorom,

- czestotliwos¢ wykonywanych badan,

- zalecane metody analityczne,

- sposob informowania uczestnikow o wynikach,

- zasady tacznosci z organizatorem,

- zasady zachowania poufnosci,

- koszty uczestnictwa.

W przypadku badan antybiotykoéw i innych substancji hamujacych w mleku
z uzyciem metod mikrobiologicznych lub testéw biochemicznych nalezy zwrdéci¢ uwage
na przygotowanie probek do badan oraz ocene przestanych danych i klasyfikacje
uczestnikow.

Przygotowanie probek do badan miedzylaboratoryjnych [6]

Nalezy pobraé¢ mleko od minimum siedmiu zdrowych, o $redniej mlecznosci krow,
ktérym nie podawano antybiotykéw przez co najmniej 4 tygodnie, odwirowac i pas-
teryzowaé (15 s, 73-75°C) wymieszac i podzieli¢ na czesci (5 1). Pozyskane mleko musi
by¢ dobrej jakosci mikrobiologiczne;j.

Do kazdej czesci doda¢ 5 ml wodnego roztworu antybiotyku o stezeniu odpowied-
nim do oczekiwanego w koncowym materiale i wymieszaé.

Pobra¢ po 33 ml mleka z antybiotykiem, podzieli¢ na dwie cze$ci, oznakowaé
i zamrozi¢ w temperaturze -20°C a nastepnie liofilizowa¢ (48 h, <25°C) i zamknga¢. Do
momentu wystania, probki nalezy przechowywa¢ w temperaturze 6°C [20].
Rownoczesnie nalezy przygotowac probke kontrolng o znanym uczestnikowi stezeniu
(np. 10 j/m penicyliny G) oraz probke wolng od antybiotykdw i innych substancji
hamujacych. Do fortyfikowania probek nalezy uzywaé antybiotykéw najczesciej stoso-
wanych w lecznictwie, pochodzacych z roéznych grup chemicznych (penicylina G i
tetracyklina), w stezeniach powyzej granicy wykrywalnosci wiekszosci uzywanych testow.
Laboratorium powinno otrzymaé co najmniej 5 probek, zawierajgcych antybiotyki z
réznych grup chemicznych jak réwniez kontrole wolng od antybiotykdéw.

Kazda prébka powinna by¢ analizowana dwukrotnie. Otrzymang przez laboratorium
prébke nalezy rozcienczy¢ sterylng woda destylowang wolng od substancji hamujgcych
(1:10) i rozpusci¢ w temperaturze pokojowej. Probka powinna by¢ oznaczona w czasie
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12 h od uwodnienia. Do laboratorium powinno sie przestaé oprocz prébek do badan
prébki kontrolne (dodatnig i ujemng), kod laboratorium, instrukcje postepowania oraz
instrukcje (formularz) do sporzadzenia raportu z badan.

Laboratorium organizujgce badania powinno oznaczy¢ probki rutynowo stosowanymi
metodami (wszystkie stezenia, rodzaje antybiotykéw przewidziane do badan), jak
rowniez ustali¢, na podstawie badan, okres przechowywania prébek.

Raport z badan biegtosci

Organizator badan powinien, w ustalonym terminie, przesta¢ raport zawierajacy:

- wyniki oznaczenia prébek przestanych do badania,

- zawarto$¢ antybiotyku dodanego w poszczeg6lnej probce,

- wyniki oznaczenia probek w laboratorium organizatora wraz z podaniem metod,

- informacje o stosowanych metodach,

- liste uczestnikéw.

Z uwagi na charakter badania (test jakoSciowy) nie ma koniecznosci dokonywania
statystycznej oceny uczestnikow.

Nalezy podkresli¢, ze zapewnienie w laboratorium kontrolujgcym zywnos$¢ wewnatrz-

i zewnatrzlaboratoryjnego systemu jakosci jest postawg do uwiarygodnienia uzyski-
wanych wynikow.

K. Rybinska, J. Postupolski, M. Szczesna, B. Sionek, K
Kartowski

DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESIDUES AND OTHER INHIBITORS IN
MILK - QUALITY ASSURANCE IN LABORATORY

Summary

In the methods used widely for the determination of antibiotic residues in food product of
animal origin the antibiotic-sensitivity of microorganisms is used.

An advantage of microbiological methods is their high detection rate, but they are not
specific. The test strains are not selectively sensitive and are inhibited by many antibiotics. False
positive results of these tests may be due to the presence in tissues or milk of natural substance,
e.g.enzymes or compounds of external origin - detergents or other drugs, e.g.sulphonamides.

The microbiological tests - plate and tube STD and Polutest, as well as the enzymatic Penzym
test, all recommended in the Polish Standards PN-91/A-86033 for milk control for the detection
of antibiotic residues were compared.

The authors describe the requiremants to be met by the systems of quality ensuring during
determination of antibiotics and other inhibitors in milk. The requirements to be met by the
methods of this determination are discussed, together with the pronciples of intralaboratory
and interlaboratpry quality controls.
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