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Abstract

The four-plate test (FPT) (Bogaerts and Wolf, 1980) with the test organism Bacillus
subtilis BGA (Test agar pH 7.2; trimethoprim at a concentration of 0.05 pg.ml™) is a
microbial inhibition test widely used for the detection of the presence of sulphonamide
residues in the first stage of the residue screening. Its postscreening verification in
potentially positive samples must be further confirmed by more specific method. Para-
aminobenzoic acid (PABA) specifically inhibits the bacteriostatic activity of
sulphonamides, and in the presence of PABA sulphonamides become weak and lose
their antibacterial activity. Because, the aim of our previous study was to utilise the
inhibitory effect of PABA for the presumptive identification of sulphadimidine at its
residue screening and to determine the PABA confirmatory concentration under in vitro
condition, the aim of our current study was to verify the obtained results under in vivo
condition. For the confirmation of the presence of sulphadimidine residues in animal
products derived from layers after its oral administration at a dose of 2 g.I" via drinking
water, 3 pg.ml” of PABA was used. Our observations confirmed the data presented in
our previous study. PABA, at the concentration of 3 pg.ml”, antagonised the inhibitory
effect of sulphadimidine on the test organism Bacillus subtilis BGA manifested by the
production of the inhibion zones. As a result, no inhibition zones were observed. In our
judgement, the presented PABA concentration we recommended for the reliable
identification of sulfadimidine at its residue screening by using the FPT.

Uvod

Mikrobiologické metddy stanovenia rezidui veterinarnych lieCiv  u zvierat
produkujucich potraviny a v zivo¢iSnych produktoch tychto zvierat su vysoko cenené
pre ich prakti¢nost’, rychlost’ a cenovu dostupnost’ i napriek tomu, ze poskytuju len
predbeznll informaciu o pritomnosti rezidui urcitych skupin veterinarnych lieciv vo
vySetrovanych vzorkéch. Pritomné reziduim v pozitivnej vzorke musi byt potom
podrobené konfirmacii Specifickou fyzikélno-chemickou metodou.

Ferrini a kol. (1997) vyvinuli tzv. ,kombinovany platiovy mikrobiologicky test*
(CPMA), ktory je zaloZzeny na detekcii antibiotik a sulfonamidov v mise difuznym
testom v agare a na identifikacii tychto latok prisluSnym inhibitorom. Zo skupiny
sulfénamidov autori testovali sulfadiazin a dapson, pricom na detekciu tychto latok
pouzili testovaci agar (pH 7,2) inokulovany testovacim kmenom Bacillus subtilis BGA
s pridavkom trimetoprimu (TMP) v koncentréacii 0,12 pg.ml™ agaru, a na identifikaciu
rezidui sulfadiazinu a dapsonu pouzili pridavok kyseliny para-aminobenzoovej (PABA)
v testovacom agare v koncentracii 80 pg.ml™.
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Kedze kyselina PAB je latkou s antagonistickym ucinkom k sulfénamidom av jej
pritomnosti je antibakteridlna aktivita sulfonamidov vyrazne oslabena az potlacena
(Gudding, 1974, 1976), bol fenomén konfirmécie sulfénamidov kyselinou PAB
predmetom nasej Studie aj pre sulfadimidin s cielom potvrdit’ vysSie interpretované
vysledky, resp. optimalizovat’ pridavok kyseliny PAB v agarovom médiu s testovacim
kmetiom Bacillus subtilis BGA a pridavkom TMP 0,05 pg.ml™ agaru (Kozarova a kol,
2005). Konfirma¢ny uéinok kyseliny PAB bol zhodnocovany v podmienkach in vitro
apri pridavku TMP 0,05 pg.ml’ agaru, ktorého hodnota je metodicky urend
(Mikrobiologickd metdda Stvorplatiiova, Bogaerts a Wolf, 1980), kyselina PAB
inhibovala antibakteridlnu aktivitu sulfadimidinu vo vSetkych testovanych
koncentraciach uZ prikoncentracii 3 pg.ml’ agaru.  Pre overenie vysledkov
dosiahnutych v podmienkach in vitro bola uvedena koncentracia kyseliny PAB pouzita
na potvrdenie pritomnosti a identifikaciu rezidui sulfadimidinu v ZivociSnych
produktoch hydiny po jeho experimentdlnom podavani v pitnej vode v odporticanej
terapeutickej davke 2 g.1".

Material a metodika

V experimente bolo pouzitych dvadsatjeden 40-tyzdiovych nosnic (Hisex Brown) s
hmotnostou 1,6-1,8 kg. Nosnice boli kimené kompletnou kimnou zmesou HYD-10 ad
libitum. 16 nosniciam z experimentalnej skupiny bol pocas Siestich za sebou
nasledujucich dni podavany sulfadimidin (Sulfadimidin PG plv. sol. a. u. v., PharmaGal
spol. s.r.o., Nitra, Slovenska republika) v odporucanej terapeutickej davke 2 g.I"'vody.
Medikovany napoj bol pripravovany denne Cerstvy. Ostatnych pit’ nosnic predstavovalo
neliecenu kontrolnu skupinu.

Na stanovenie pritomnosti rezidui sulfadimidinu v Zivo¢iSnych produktoch hydiny
mikrobiologickou metédou Stvorplatiovou (Bogaerts a Wolf, 1980) s pouzitim
testovacieho agaru s hodnotou pH 7,2 (Merck 15787) inokulovaného testovacim
kmenom Bacillus subtilis BGA (Merck 10649) a s pridavkom TMP (Sigma T 7883)
0,05 pg.ml™” agaru, a naslednu identifikaciu tejto latky kyselinou PAB (Sigma A 9878)
v koncentracii 3 pg.ml™ agaru boli vy3etrované nasledovné matrice nosnic: celé vajcia,
vajeény Zitok, vajeény bielok, prsna svalovina, stehenna svalovina, pecefi, zaludok,
placa, slezina, tuk a koza. Celé vajcia, vajecny Zzitok a vajeény bielok boli vySetrované
pocas trvania celého experimentu (6 dni podévania + 15-dni ochrannej lehoty), ostatné
matrice boli vySetrované pocas stanovenej ochrannej lehoty.

Testovacie platne bez pridavku kyseliny PAB uréené na stanovenie pritomnosti
sulfadimidinu ajeho rezidui vo vySetrovanych matriciach boli za naSich
experimentalnych podmienok oznacené ako platne A, aplatne s pridavkom kyseliny
PAB v koncentracii 3 pg.ml™ agaru urené k identifikécii tejto latky vo vySetrovanych
matriciach boli oznacené ako platne B. Pritomnost’ inhibi¢nej zoény na platni
A indikovala pritomnost’ sulfadimidinu a jeho rezidui, a Gplna absencia na platni B toto
liecivo identifikovala. Inhibi¢né zoény boli merané od okraja vzoriek a ich velkost’ bola
uddvana v mm.
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Vysledky a diskusia
Dosiahnuté vysledky st prezentované v Tabulkéach 1, 2, 3 a 4.

Tabulka 1.

Priemerné velkosti inhibi¢nych zén (mm) zistované v celych vajciach nosnic, vajeénom
itku a vaje¢nom bielku pocas Siestich dni podévania sulfadimidinu v pitnej vode
v davke 2 g.I'!

Deii podania Celé vajce Vaje¢ny Zitok Vajecny bielok

sulfadimidinu
Platia A Platna B Platia A Platna B Platina A Platna B

1. 2 - 1 - 3 —

2. 5 — 2 - 7 —

3. 8 — 5 — 11 —

4. 12 — 7 — 14 —

5. 15 - 12 - 18 —

6. 16 — 13 — 17 —
TabulPka 2.

Priemerné velkosti inhibi¢nych zén (mm) zistované v celych vajciach nosnic, vajenom
zltku a vaje¢nom bielku pocas patnastich dni stanovenej ochrannej lehoty

Deii stanovenej Celé vajce Vajeény Zitok Vajecny bielok
ochrannej lehoty Platia A Platna B Platia A Platna B Platiia A Platiia B

1. 8 - 10 - 8 -

2. 5 - 8 - 4 -

3. 3 - 6 - 2 -

4. 2 — 5 - 1 —

5. 2 — 4 - 1 —

6. 1 — 2 - 0 —

7. 1 — 2 - 0 —

8. 0 — 1 - 0 —
9.-15. 0 - 0 - 0 -

Tabulka 3.

Priemerné velkosti inhibi¢nych z6n (mm) zistované v prsnej svalovine, stehennej
svalovine, peceni a zaludku nosnic pocas stanovenej ochrannej lehoty

Deii stanovenej Prsna svalovina Stehenna Pecen Zaludok
ochrannej svalovina

lehoty Platinia = Platiia Platiia Platna Platiia | Platia @ Platia @ Platia

A B A B A B A B

1. 3 - 4 - 2 - 5 —

2. 2 - 3 - 2 - 4 —

3. 1 - 3 - 1 - 2 —

4. 0 - 1 - 0 - 1 —

5. 0 - 0 - 0 - 0 —

6. —15. 0 — 0 — 0 — 0 —
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Tabulka 4.
Priemerné velkosti inhibicnych zén (mm) zistované v plucach, slezine, tuku a kozi
nosnic pocas stanovenej ochrannej lehoty

Deii stanovenej Plica Slezina Tuk Koza
ochrannej Platiia = Platiia Platna Platia Platia Platiia Platia Platia
lehoty A B A B A B A B
1. 6 - 3 - 4 - 4 -
2. 5 - 2 - 3 - 3 —
3. 3 - 2 - 2 - 3 —
4. 2 — 0 - 1 - 2 -
5. 1 — 0 - 0 - 1 -
6. —15. 0 — 0 — 0 — 0 —

Legenda: tucne zvyraznené Cislice predstavuji pozitivne vysledky; — inhibi¢na zéna
nebola pritomna

Pritomnost’ sulfadimidinu a jeho rezidui sa vo vySetrovanych matriciach nosnic
prejavila inhibiciou rastu testovacieho kmena s naslednou tvorbou inhibi¢nych zon.
Velkost inhibi¢nych z6n zéavisela od koncentracie sulfadimidinu v jednotlivych
matriciach.

Pri vySetrovani celych vajec, vajeénych Zitkov a vajeénych bielkov sa velkost
inhibi¢nych zon vyrazne zvédcSovala s diiom poddvania lieciva. Najvicsie inhibi¢né
zény boli zaznamenané pri celych vajciach a vajeénych Zitkoch v §iesty defi podavania
lieciva, avSak, pri vySetrovani vzoriek vaje¢nych bielkov bol uz od Siesteho dia
podéavania lieiva zaznamenany pokles velkosti inhibi¢nych zén (Tab. 1). Pocas
pitnastich dni stanovenej ochrannej lehoty doSlo k postupnému poklesu velkosti
inhibiénych z6n, resp. rezidudlnej koncentracie sulfadimidinu vo vSetkych
vySetrovanych vzorkach vajec, pricom najvyraznejsi pokles bol zaznamenany prave vo
vajecnom bielku. Ked’Zze podl'a mikrobiologickej metddy Stvorplatiiovej sa za pozitivny
vysledok povazuje vytvorenie Cirej pravidelnej zony okolo vySetrovanych vzoriek o
minimalnej velkosti 2 mm, bolo pozitivne celé vajce do piateho dna ochrannej lehoty,
vajeény ztok do siedmeho diia ochrannej lehoty a vajeény bielok do tretiecho dia
ochrannej lehoty (Tab. 2).

Pri vySetrovani pozivatelnych tkaniv nosnic bola rovnako ako pri vajciach detegovana
pritomnost’ rezidui sulfadimidinu. vo vsetkych vysetrovanych matriciach. Ako pozitivne
boli oznacené peceit a prsnd svalovina do druhého dna ochrannej lehoty (Tab. 3),
stehenna svalovina, zaludok, slezina a tuk do treticho diia ochrannej lehoty (Tab. 3, Tab.
4), a pl'ica a koza do Stvrtého diia ochrannej lehoty (Tab. 4).

Experimentalnou stidiou stanovenia citlivosti mikrobiologickej metddy Stvorplatiiove;j
na sulfadimidin (Kozarova a Maté, 2000; Raschmanova a kol., 2002; Kozarova a kol.,
2005) bol stanoveny detekény limit metody (LOD) pre sulfadimidin 1 pg.ml’, ¢&o
znamena, e mikrobiologickou metddou tvorplatiiovou pri pridavku TMP 0,05 pg.ml™
agaru je mozné stanovit’ rezidua sulfadimidinu vo vySetrovanych vzorkach matric len
do koncentracie 1 pg.ml” (inhibiéna zona o velkosti 1 mm). Kedze LOD metody je
vysoko nad droviiou MRL stanoven¢ho pre sulfonamidy (0,1 mgkg"') (Nariadenie
Rady (EEC) ¢&. 2377/90), mikrobiologickd metdda Stvorplatiiova za tychto podmienok
nespiiia legislativnu poziadavku spolahlivo indikovat rezidua sulfadimidinu
v koncentraciach stanoveného MRL (Rozhodnutie Rady 93/257/EEC) .
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Pre potvrdenie pritomnosti a identifikdciu rezidui sulfadimidinu vo vSetkych
vySetrovanych matriciach nosnic bola pouzita kyselina PAB v koncentracii 3 pg.ml™
agaru. Uvedena koncentracia kyseliny PAB spolahlivo identifikovala pritomnost’
sulfadimidinu vo vySetrovanych vzorkdch inhibiciou antibakteridlneho ucinku tejto
latky na testovaci kmen Bacillus subtilis BGA prezentovanou absenciou inhibi¢nych
zon v okoli vySetrovanych vzoriek matric (Platne B). Pridavok kyseliny PAB
v koncentréacii 3 pg.ml™” agaru detegovany v podmienkach in vitro bol v podmienkach
in vivo overeny a potvrdeny. Na zaklade uvedenej skuto¢nosti doporucujeme uvedent
koncentraciu kyseliny PAB vyuzit' pre identifikaciu sulfadimidinu v ZzivociSnych
produktoch hydiny pocas screeningu jeho rezidui — mikrobiologickou metddou
Stvorplatiiovou.

Zaver

Mikrobiologickd metdda Stvorplatiiova (Bogaerts a Wolf, 1980) je celosvetovo
uznavanou mikrobiologickou metédou pre stanovenie rezidui antibiotik a sulfébnamidov
v zivo&idnych produktoch zvierat produkujicich potraviny. Uprava pridavku TMP
v testovacom agare a vyuzitie kyseliny PAB, ako konfirmac¢nej latky sulfonamidov, by
bolo pre screening rezidui sulfadimidinu v koncentraciach stanoveného MRL a jeho
naslednu identifikdciu len prinosom.
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