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Kratak sadrzaj

Rezidue veterinarskih lekova u mleku predstavljaju rizik za zdravlje konzumenta.
Da bi se ispunili zakonski propisi i smanjili ekonomski gubici u mlekarama se vrsi
testiranje mleka na prisustvo antibiotika na samom prijemu pre nego $to se mleko
prikupi u tankove. Jedan od bitnih zahteva mlekara je i vreme trajanja ispitivanja,
zato su brojni proizvodadi ponudili brze skrining testove, stoga je cilj rada je da se
primenom razli¢itih skrining metoda i Bio testa uporedno ispita prisustvo rezidua
antibiotika u sirovom mleku uzorkovanom na prijemu u mlekari. Skrining testovi
osetljivi samo prema [-laktamskim antibioticima (Delvo-X-press, Penzim S, Beta
Star i CHARM B-laktam test) su pokazali odli¢cnu podudarnost. Bio test i Delvo SP
test imaju nesto slabiju podudarnost sa ostalim testovima. Na osnovu izvrsenih
ispitivanja moze se zaklju¢iti da postoji potreba za uvodenjem skrining testova koji su
osetljivi i prema drugim antimikrobnim lekovima osim P-laktamskih antibiotika.
Jedan od novih komercijalnih testova je Twinsensor (Unisensor S.A., Belgija) koji je
osetljiv ne samo prema [-laktamskim antibioticima ve¢ i prema tetraciklinima.
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methods and bio test

Jelena Petrovi¢!, Ksenija Cobanovi¢?, Mira Kovacevi¢!, Radomir Ratajacl
1S ientific Veterinary Institute ,,Novi Sad”, Novi Sad, Rumenacki put 20
ZNovi Sad Dairy, Sentandrejski put 9, Novi Sad

Abstract

Veterinary drug residues in milk represent a health risk for the consumer. To
comply with national drug residue regulations and to minimize economic losses,
milk testing for antibiotics at the truck site, before pumping the contents into the silo,
is applied in dairy industry. Because of the time requirements for microbiological in-
hibition tests, several companies offer more rapid commercial tests. The aim of this
study was to compare different screening methods and Bio test in examination of raw
milk at truck site in dairy. The results showed that assays sensitive only to B-lactams
(Delvo-X-press, Penzim S, Beta Star and CHARM-PL test) have good agreement. Bio
test and Delvo SP test have less agreement with other tests. The results also show that
introduction of rapid tests for the detection of more antibiotic groups is necessary,
e.g. Twinsensor (Unisensor S.A., Belgium) which enables to detect f-lactam and tet-
racycline antibiotics as well.

Keywords: milk, residue, screening, antibiotics

UvVOD

Prvi skrining testovi za ispitivanje rezidua veterinarskih lekova u namirnicama su
razvijeni za detekciju P-laktamskih antibiotika u mleku (Mitchell i sar.,1998).
Kontrola prisustva rezidua antibiotika u mlekari je obimna i svakodnevna.
Proizvodaci testova su na zahteve mlekara odgovorili velikom ponudom razlic¢itih
testova, tako da se danas na trzistu mogu naci testovi koji daju rezultate za samo 5-10
minuta (Petrovi¢ i Kati¢, 2003).

Skrining testovi za pregled mleka se, na osnovu principa rada dele na:
mikrobiolosgke inhibitorne, enzimske, receptor vezujuée, enzimske kolorimetrijske i
imunoloske (Mitchell i sar.,1998; Navratilova, 2008).

Bio test nije komarecijalni test, ve¢ predstavlja jednostavnu probu kojom se
potvrduje da li se od ispitivanog mleka upotrebom starter kulture moze napraviti
jogurt tj. dosti¢i odgovarajuca kiselost i nekada se dosta koristio u nasim mlekarama.
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Ovaj test pokazuje odredene nedostatake, kao $to su duzina trajanja ispitivanja i
nedovoljna osetljivost u odnosu na MDK vrednosti (Katla i sar., 2001), stoga se danas
vise ne koristi mlekarama ali moze dati podatke o tome $ta se de$ava sa ispitivanim
mlekom u postupku proizvodnje jogurta. MDK vrednost je maksimalno dozvoljena
koncentracija rezidua u hrani, odnosno maksimalna koncentracija rezidue koja se
smatra bezbednom za konzumenta (Codex alimentarius, 1993).

Delvo test SP je mikrobioloska inhibitorna metoda sa Geobacillus (Bacillus)
stearothermophilus var. calidolactis: C 953 kao test mikroorganizmom. Princip rada
testa se zasniva na sprecavanju rasta test mikroorganizama u prisustvu rezidua
antibiotika, $to se manifestuje izostankom promene boje podloge posle propisane
inkubacije. Delvo SP test je osetljiv ne samo prema B-laktamskim ve¢ i prema drugim
antibioticima (tetraciklini, aminoglikozidi, makrolidi itd.), ali i sulfonamidima.
Vreme izvodenja testa je 3 h (Suhren i Beukers, 1998).

Penzim test je kvalitativna enzimska metoda za brzo dokazivanje B-laktamskih
antibiotika u mleku (25 min). U ovom testu se kao glavni reagens koristi enzim
DD-karboksipeptidaza (penicilin vezujuéi protein) koji se vezuje za rezidue
B-laktamskih antibiotika iz uzorka, reakcija postaje vidiljiva dodavanjem reagens
tablete koja sadrzi substrat D-alanin, a ¢ijim razlaganjem nastaje promena boje
indikatora (Mitchell i sar., 1998; Gustavsson i Sternesjo, 2004 ).

DELVO-X-Press test za -laktamske antibiotike u mleku je kvalitativni enzimski,
receptor vezujuci test. Princip rada se zasniva na vezivanju konjugovanog enzima za
rezidue antibiotika iz mleka. Ako u uzorku nije bilo rezidua, konjugat enzima ostaje
slobodan i vezuje se za antibiotike koji su imobilisani na zidu test epruvete. Nakon
ispiranja i dodavanja substrata za enzim dolazi do razvijanja boje. Ocitavanje se vrsi
pomocu instrumentalne jedinice koja automatski interpretira rezultate. Vreme
izvodenja testa je 6 min (Angelidis i sar., 1999; Petrovi¢ i Kati¢, 2001).

Beta Star test je kvalitativni receptor vezujuci test koji sadrzi specifi¢an receptor za
B-laktamske antibiotike vezan za cestice zlata. Receptori se vezuju za rezidue
antibiotika iz mleka (ako ih ima), zatim se u test bocicu postavlja tracica sa
imuno-hromatografskom podlogom. Ukoliko u uzorku nisu prisutni p-laktamski
antibiotici, biomolekuli na prvom delu imuno-hromatografske podloge imobilisu
ukupne receptore, $to se manifestuje pojavom ruzicaste trake. Ukoliko u mleku ima
rezidua na prvom delu podloge receptori ¢e ostati slobodni, odnosno pojava ruzicaste
boje ¢e izostati. Vreme izvodenja testa je 5 minuta (Navratilova, 2008).

CHARM test je takode receptor vezujudi test. Princip rada se zasniva na vezivanju
funkcionalne grupe antibiotika za enzim koji se nalazi na ili u mikrobnoj celiji.
Mikroorganizam, koji ima receptore za vezivanje antimikrobnog leka, dodaje se
ispitujuc¢em uzorku, zatim se dodaje obelezeni antibiotik (npr. C-14 penicillin) da bi
se takmicio sa eventualno prisutnom reziduom antibiotika za receptorsko mesto;
metoda je i semi kvantitativna, jer Sto se vise penicilina C-14 veze manje je antibiotika
u uzorku. Postoji vise vrsta CHARM testa namenjenih za razlicite uzorke kao i razliite
vrste antibiotika. U nasim ispitivanjima je koris¢en test CHARM-BL namenjen za
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otkrivanje prisustva p-laktamskih antibiotika u mleku. CHARM test se moze koristiti
i ispitivanju rezidua HPLC metodom, gde identifikuje frakciju aktivnog leka
(Navratilova, 2008).

U nasoj zemlji danas je dostupan veliki broj razlicitih skrining testova stoga je cilj
rada da se primenom razli¢itih skrining metoda i Bio testa uporedno ispita prisustvo
rezidua antibiotika u sirovom mleku uzorkovanom na prijemu u mlekari.

MATERIJAL I METODE

Materijal: sirovo mleko je uzorkovano iz transportnih cisterni na prijemu mleka u
mlekari. Ukupno je ispitano 100 uzoraka. Prisustvo prirodnih inhibitornih materija
(lizocim, laktoferin, laktoperoksidaza) je eliminisano inaktivacijom mleka na 95°C
tokom 10 min, obzirom da prirodne inhibitorne materije mogu dovesti do pojave
lazno pozitivnih nalaza na mikrobioloskim inhibitornim testovima (Kang i sar.,
2005).

Metode: Bio test je izvoden tako $to je 100 ml mleka inaktivisano a nakon toga je
ohladeno na 42°C, zatim je dodata 2% jogurtna kultura (Str. termophylus, Lb.
bulgaricus). Dalje je izvr$ena inkubacija u trajanju od 2 sata i odreden stepen kiselosti.
Stepen kiselosti manji ili jednak 25°SH smatran je pozitivnim rezultatom. Delvo SP
test, Delvo-X-press f-laktam II test (DSM, Holandija), Beta Star test (Chr. Hansen,
Danska), CHARM MRLTM [-laktam test (Charm science, inc, USA) i Penzim S test
(UCB-Bioproducts S.A., Belgija) su izvodeni prema uputstvu proizvodaca.

Statisticke metode: Kappa test vrednost je izracunata na osnovu postupka koji je
preporucio Valéi¢ (1998). Ova metoda statisticke analize se koristi za proveru
usaglasenosti (podudarnost nalaza) ili neusaglasenosti rezultata dva testa. Kappa
moze imati vrednosti: 0,81 idealna podudarnost, 0,61-0,80 skoro idealna
podudarnost, 0,41-0,60 prilicna podudarnost, 0,21-0,40 srednja podudarnost,
0,00-0,20 beznacajna podudarnost i 0,00 nema podudarnosti.

REZULTATI I DISKUSIJA

Prvi skrining testovi za ispitivanje rezidua lekova u namirnicama su razvijeni za
mlekarsku industriju, odnosno za detekciju P-laktamskih antibiotika u sirovom
mleku (Mitchell i sar.,1998). Beta laktamski antibiotici se $iroko koriste u terapiji i
profilaksi oboljenja mle¢nih goveda i to prvenstveno kod mastitisa. Stoga nije
neobi¢no da ova grupa antibiotika predstavlja najée$¢u vrstu rezidua koja se moze
nadi u mleku (Fischer i sar., 2003). Zbog prisustva rezidua antibiotika u mleku najpre
je nastao problem u proizvodnji sireva i jogurta, jer se zbog inhibicije mlekarskih
kultura fermentacija nije mogla odvijati na pravilan nacin, samim tim nije mogao
nastati gotov proizvod, $to je dovodilo do ekonomskih gubitaka. Starter kulture,
ukljucujudi i onu koja se koristi u Bio testu, pokazuju veliku osetljivost prema
B-laktamskim antibioticima dok je osetljivost prema ostalim grupama
antimikrobnih lekova daleko manja (tabela 1).
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Masovna upotreba antibiotika u prethodnim decenijama dovela je do
proucavanja niza nezeljenih efekata i uobli¢avanja problematike rezidua u odvojenu
oblast. Posebno mesto u ovoj oblasti zauzimaju metode za pregled i selekciju velikog
broja uzoraka — skrining metoda zajedno sa zakonskom regulativom o maksimalno
dozvoljenoj koli¢ini rezidua.

Tabela 1: Osetljivost bakterija mle¢ne kiseline prema antimikrobnim lekovima

(Katla i sar., 2001)
Antimikrobni lek Minimalna inhibitorna koncentracija (pg/1)
Lactobacillus delbrueckii Lactococcus lactis Leuconostoc mesenteroides | Streptococcus thermophilus

penicilin 0,002-0,047 0,002-3 0,016-2 0,002-0,125

streptomicin 2-256 0,5-64 0,094-24 0,047-24

hloramfenikol 0,5-6 1-64 1-8 0,125-6
tetraciklin 0,19-2 0,064-8 0,38-6 0,016-1,5
sulfadiazin 256 256 256 256
gentamicin 2-192 0,064-4 0,016-2 0,125-16
trimetoprim 32 32 32 32

Osnovni kriterijjumi za izbor skrining metode u mlekari su senzitivnost i
specifi¢nost ali i brzina dobijanja rezultata. Senzitivnost, kao najvazniji parametar, je
odredena mogucénoséu testa da detektuje koli¢inu rezidua u nivou maksimalno
dozvoljene koli¢ina rezidua (MDK). MDK vrednosti za Evropsku Uniju su propisane
u Council Regulation 2377/90 i krecu se u razli¢itom rasponu od zabrane prisustva
(zero tolerance) za hloramfenikol, preko malih koli¢ina 4 ppb za neke B-laktamske
antibiotike u mleku do raspona od 200 i vise za aminoglikozide itd. Brojni
komercijalni skrining testovi ispunjavaju zahteve vezane za senzitivnost (tabela 2).

Tabela 2: Prag detekcije razli¢itih testova (Althaus i sar., 2003; Petrovi¢ i sar., 2008;
Council Regulation 2377/90) (ND- ne detektuje (nije osetljiv))

Antimikrobni lek Prag detekcje (ug/) MoK
Delvo SP Delvo X pess Beta star Penzim$ CHARM-BL (kg
penicilin 2,5 2 2 4 2 4
ampicilin 2 3 2 2 4 4
amoksicilin 2 4 2 3 2 4
kloksacilin 30 35 5 30 15 30
streptomicin 2500 ND ND ND ND 200
tilozin 50 ND ND ND ND 50
tetraciklin 100 ND ND ND ND 100
sulfadiazin 50 ND ND ND ND 100
gentamicin 100 ND ND ND ND 100
neomicin 100 ND ND ND ND 500
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S obzirom da je u nasoj zemlji dostupan veliki broj razli¢itih skrining testova prvo
pitanje koje se namece je kakva je podudarnost rezultata pri ispitivanju istih uzoraka
mleka. Kao vazan kriterijum pri poredenju rezultata uzeti su i rezultati paralelnog
ispivanja Bio testom, zbog velike osetljivosti starter kulture prema B-laktamskim, ali i
postojanja osetljivosti i prema drugim antimikrobnim lekovima. Rezultati ispitivanja
100 uzoraka sirovog mleka Bio testom, Delvo SP testom, Delvo-X-press testom,
Penzim S testom i Beta Star testom su prikazani u tabeli 3.

Tabela 3: Rezultati uporednog ispitivanja uzoraka sirovog mleka razli¢itim
testovima

Biotest Rezultati ispitivanja skrining testova
SH® Br. uzor Svi testovi pozitivni Svi testovi negativni Delvo SP pozit / ostalinegat | Delvo X negat / ostali pozit
<10 9 8 0 1 0
1-20 14 4 2 7 1
21-25 4 0 2 1 1
ukupno 27 12 4 9 2
26-30 23 1 17 4 1
>31 50 0 46 3 1
ukupno 73 1 63 7 2

U uzorcima mleka u kojim se razvila jaka inhibicija starter kulture i dovela do
razvijanja vrlo slabog kiselinskog stepena (= 10SH®), ustanovljeno je da je najéesci
uzrok ovakve inhibicije prisustvo P-laktamskih antibiotika (88,89% uzoraka) i to
verovatno u veéim koli¢inama, dok je nesto rede (11,11%) uzrok ovako jake
inhibicije prisustvo drugih antimikrobnih lekova. Jogurtna kultura je veoma osetljiva
prema P-laktamskim antibioticima (tabela 1). Ova grupa antibiotika se najcesce
koriste u terapiji mastitisa, a samim tim su i najée$ca vrsta rezidua u sirovom mleku.
Zbog toga je u ovim uzorcima i vrlo nizak kiselinski stepen, a Penzim S test, Beta Star i
Delvo X press test su potvrdili prisustvo -laktamskih anitibiotika. Podudarnost Bio
testa sa ostalim testovima je od 88,88 do 100 % rezultata. Ovako velika podudarnost
je nastala zbog visoke kolic¢ine rezidua koja se lako moze dokazati razli¢itim testovima
zato $to ne dolazi do nepodudarnosti testova usled razlicite osetljivosti.

Do nedto slabije inhibicije starter kulture (kiselinskog stepena 11-20°SH i
kiselinski stepen 21-25°SH, dovode [B-laktamski antibiotici (33,33%), verovatno u
ne$to manjim koncentracijama nego u prethodnoj grupi, a zatim i ostali
antimikrobni lekovi (44,44%). U manjem broju uzoraka (22,22%) uzroc¢nici
nepoznate etiologije su doveli do inhibicije starter kulture. Moze se pretpostaviti da je
moguc¢ uticaj bakteriofaga na starter kulturu ali ne mogu se iskljuciti i drugi faktori
npr. uslovi inkubacije i dr. Delvo X press test se pokazao slabije osetljiv prema
B-laktamskim antibioticima u odnosu na ostale testove,s obzirom da je kod dva
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uzorka imao negativan rezultat iako su drugi testovi pokazali prisustvo ovih
antibiotika.

Znacajniju grupu predstavljaju uzorci u kojima je ustanovljeno ustanovljeno
prisustvo rezidua koje nisu imale nikakav uticaj na starter kulturu (tabela 3). Od 73
ispitana uzorka kod 4,10% je ustanovljeno prisustvo p-laktamskih antibiotika a kod
9,59% uzoraka drugih antimikrobnih lekova. Od ovakvog mleka je moguce napraviti
jogurt, ali tako dobijen proizvod nije bezbedan za ishranu ljudi.

Rezultati ispitivanja 25 uzoraka sirovog mleka Bio testom, Delvo SP test,
Delvo-X-press testom, Penzim S testom, Beta Star testom i CHARM-BL testom su
prikazani u tabeli 4. CHARM-PL test ima u potpunosti podudarne rezultate sa
testovima koji su osetljivi samo prema [-laktamskim antibioticima identi¢ne
rezultate Penzim S testom i sa Delvo X press testom. Razlike u rezultatima su
ustanovljene jedino kod Delvo SP testa a nastale su kao posledica prisustva rezidua
drugih antibiotika ili sulfonamida.

Tabela 4: Rezultati ispitivanja 25 uzoraka sirovog mleka Bio testom, Delvo SP test,
Delvo-X-press testom, Penzim S testom, Beta Star testom i CHARM-BL testom

Biotest Rezultati ispitivanja skrining testova
SH° Br. uzor Svi testovi pozitivni Svi testovi negativni Delvo SP pozit/ostali negat
<10 8 8 0 0
1-25 7 3 3 1
>26 10 0 10 0
ukupno 25 n 13 1

Statisti¢cki obradena podudarnost testova ukazuje na dobru medusobnu
podudarnost koja se kretala u intervalu od prili¢ne do idealne podudarnosti (tebela
5). Najbolja medusobna podudarnost — idealna podudarnost - je ustanovljena
izmedu testova koji su osetljivi samo prema [-laktamskim antibioticima
Delvo-X-press, Penzim S, Beta Star i CHARM-BL test. Nesto slabija podudarnost
(skoro idealna i prili¢éna podudarnost) je ustanovljena poredenjem DelvoSP i Bio
testa sa ostalim testovima. Ne$to slabija podudarnost je posledica razlike u
senzitivnosti, DelvoSP je osetljiv i prema ostalim antimikrobnim lekovima, a Bio test
ima nes$to visi prag detekcije u odnosu na ostale testove (tabele 1 i 2). Do sli¢nih
podataka su dosli i drugi autori (Andrew i sar., 1997; Gibbons-Burgener i sar., 2001;
Petrovié i sar., 2008).
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Tabela 5: Kappa podudarnost

Medusobna podudarnost testova
fest Bio test Delvo SP Delvo X Penzim Beta star
CHARM-BL 069" 092" 1,007 1,007 1007
Beta star 054" 0,59° 0,84 1,007
Penzim 0,54" 0,59" 084"
DelvoX 051" 046"
Delvo SP 0,67

" idealna podudarnost, - skoro idealna podudarnost " prili¢na podudarnost,

ZAKLJUCAK

Kontrola mleka je neophodna s obzirom na ¢injenicu da su rezidue veterinarskih
lekova utvrdene u 33% ispitanih uzoraka. Najces¢a vrsta rezidua u mleku su
B-laktamski antibiotici (45,95% pozitivnih rezultata) ali je znacajno i prisustvo
rezidua drugih antimikrobnih lekova (43,97% pozitivnih rezultata). Takode u
jednom broju uzoraka mleka je skrining testiranjem ustanovljeno odsustvo rezidua
ali ipak od ovakvog mleka nije bilo moguce napraviti jogurt (10,81% pozitivnih
rezultata). IzvrSenim ispitivanjima je otkriven i jedan broj uzoraka mleka, rizicnog po
zdravlje ljudi zbog prisustva rezidua, od kog je moguce napraviti jogurt (13,70%).

Skrining testovu osetljivi samo prema [-laktamskim antibioticima
(Delvo-X-press, Penzim S, Beta Star i CHARM-PL test) su pokazali odlicnu
podudarnost. Bio test i Delvo SP test imaju nesto slabiju podudarnost sa ostalim
testovima. Na osnovu izvr$enih ispitivanja moze se zakljuciti da postoji potreba za
uvodenjem skrining testova koji su oseljivi i prema drugim antimikrobnim lekovima
osim [B-laktamskih antibiotika. Jedan od novih komercijalnih testova je Twinsensor
(Unisensor S.A., Belgija) koji je osetljiv ne samo prema [-laktamskim antibioticima
ved 1 prema tetraciklinima.
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