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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 µg.ml-1) 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.l-1 via drinking 
water, 3 µg.ml-1 of PABA was used. Our observations confirmed the data presented in 
our previous study. PABA, at the concentration of 3 µg.ml-1, 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.  
 
Úvod 
 
Mikrobiologické metódy stanovenia rezíduí veterinárnych liečiv u zvierat 
produkujúcich potraviny a v živočíšnych produktoch týchto zvierat sú vysoko cenené 
pre ich praktičnosť, rýchlosť a cenovú dostupnosť i napriek tomu, že poskytujú len 
predbežnú informáciu o prítomnosti rezíduí určitých skupín veterinárnych liečiv vo 
vyšetrovaných vzorkách. Prítomné rezíduúm v pozitívnej vzorke musí byť potom 
podrobené konfirmácii špecifickou fyzikálno-chemickou metódou.  
Ferrini a kol. (1997) vyvinuli tzv. „kombinovaný platňový mikrobiologický test“ 
(CPMA), ktorý je založený na detekcii antibiotík a sulfónamidov v mäse difúznym 
testom v agare a na identifikácii týchto látok príslušným inhibítorom. Zo skupiny 
sulfónamidov autori testovali sulfadiazín a dapson,  pričom na detekciu týchto látok 
použili testovací agar (pH 7,2) inokulovaný testovacím kmeňom Bacillus subtilis BGA 
s prídavkom trimetoprimu (TMP) v koncentrácii 0,12 µg.ml-1 agaru, a na identifikáciu 
rezíduí sulfadiazínu a dapsonu použili prídavok kyseliny para-aminobenzoovej (PABA) 
v testovacom agare v koncentrácii 80 µg.ml-1. 
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Keďže kyselina PAB je látkou s antagonistickým účinkom k sulfónamidom a v jej 
prítomnosti je antibakteriálna aktivita sulfónamidov výrazne oslabená až potlačená 
(Gudding, 1974, 1976), bol fenomén konfirmácie sulfónamidov kyselinou PAB 
predmetom našej štúdie aj pre sulfadimidín s cieľom potvrdiť vyššie interpretované 
výsledky, resp. optimalizovať prídavok kyseliny PAB v agarovom médiu s testovacím 
kmeňom Bacillus subtilis BGA a prídavkom TMP 0,05 µg.ml-1 agaru (Kožárová a kol, 
2005). Konfirmačný účinok kyseliny PAB bol zhodnocovaný v podmienkach in vitro 
a pri prídavku TMP 0,05 µg.ml-1 agaru, ktorého hodnota je metodicky určená 
(Mikrobiologická metóda štvorplatňová, Bogaerts a Wolf, 1980), kyselina PAB 
inhibovala antibakteriálnu aktivitu sulfadimidínu vo všetkých testovaných 
koncentráciách už pri koncentrácii 3 µg.ml-1 agaru.  Pre overenie výsledkov 
dosiahnutých v podmienkach in vitro bola uvedená koncentrácia kyseliny PAB použitá 
na potvrdenie prítomnosti a identifikáciu rezíduí sulfadimidínu v živočíšnych 
produktoch hydiny po jeho experimentálnom podávaní v pitnej vode v odporúčanej 
terapeutickej dávke 2 g.l-1. 
 
Materiál a metodika 
 
V experimente bolo použitých dvadsaťjeden 40-týždňových nosníc (Hisex Brown) s 
hmotnosťou 1,6–1,8 kg. Nosnice boli kŕmené kompletnou kŕmnou zmesou HYD-10 ad 
libitum. 16 nosniciam z experimentálnej skupiny bol počas šiestich za sebou 
nasledujúcich dní podávaný sulfadimidín (Sulfadimidin PG plv. sol. a. u. v., PharmaGal 
spol. s.r.o., Nitra, Slovenská republika) v odporúčanej terapeutickej dávke 2 g.l-1vody. 
Medikovaný nápoj bol pripravovaný denne čerstvý. Ostatných päť nosníc predstavovalo 
neliečenú kontrolnú skupinu. 
Na stanovenie prítomnosti rezíduí sulfadimidínu v živočíšnych produktoch hydiny 
mikrobiologickou metódou štvorplatňovou (Bogaerts a Wolf, 1980) s použitím 
testovacieho agaru s hodnotou pH 7,2 (Merck 15787) inokulovaného testovacím 
kmeňom Bacillus subtilis BGA (Merck 10649) a s prídavkom TMP (Sigma T 7883) 
0,05 µg.ml-1 agaru, a následnú identifikáciu tejto látky kyselinou PAB (Sigma A 9878) 
v koncentrácii 3 µg.ml-1 agaru boli vyšetrované nasledovné matrice nosníc: celé vajcia, 
vaječný žĺtok, vaječný bielok, prsná svalovina, stehenná svalovina, pečeň, žalúdok, 
pľúca, slezina, tuk a koža. Celé vajcia, vaječný žĺtok a vaječný bielok boli vyšetrované 
počas trvania celého experimentu (6 dní podávania + 15-dní ochrannej lehoty), ostatné 
matrice boli vyšetrované počas stanovenej ochrannej lehoty. 
Testovacie platne bez prídavku kyseliny PAB určené na stanovenie prítomnosti 
sulfadimidínu a jeho rezíduí vo vyšetrovaných matriciach boli za našich 
experimentálnych podmienok označené ako platne A, a platne s prídavkom kyseliny 
PAB v koncentrácii 3 µg.ml-1 agaru určené k identifikácii tejto látky vo vyšetrovaných 
matriciach boli označené ako platne B. Prítomnosť inhibičnej zóny na platni 
A indikovala prítomnosť sulfadimidínu a jeho rezíduí, a úplná absencia na platni B toto 
liečivo identifikovala. Inhibičné zóny boli merané od okraja vzoriek a ich veľkosť bola 
udávaná v mm. 
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Výsledky a diskusia  
 
Dosiahnuté výsledky sú prezentované v Tabuľkách 1, 2, 3 a 4. 
 
Tabuľka 1. 
Priemerné veľkosti inhibičných zón (mm) zisťované v celých vajciach nosníc, vaječnom 
žĺtku a vaječnom bielku počas šiestich dní podávania sulfadimidínu v pitnej vode 
v dávke 2 g.l-1  
 

Celé vajce Vaječný žĺtok Vaječný bielok Deň podania 
sulfadimidínu 

Platňa A Platňa B Platňa A Platňa B Platňa A Platňa 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 – 

 
Tabuľka 2. 
Priemerné veľkosti inhibičných zón (mm) zisťované v celých vajciach nosníc, vaječnom 
žĺtku a vaječnom bielku počas pätnástich dní stanovenej ochrannej lehoty 
 

Celé vajce Vaječný žĺtok Vaječný bielok Deň stanovenej 
ochrannej lehoty Platňa A Platňa B Platňa A Platňa B Platňa A Platňa 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 – 
 
Tabuľka 3. 
Priemerné veľkosti inhibičných zón (mm) zisťované v prsnej svalovine, stehennej 
svalovine, pečeni a žalúdku nosníc počas stanovenej ochrannej lehoty  
 

Prsná svalovina Stehenná 
svalovina 

Pečeň Žalúdok Deň stanovenej 
ochrannej 

lehoty Platňa 
A 

Platňa 
B 

Platňa 
A 

Platňa 
B 

Platňa 
A 

Platňa 
B 

Platňa 
A 

Platňa 
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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Tabuľka 4. 
Priemerné veľkosti inhibičných zón (mm) zisťované v pľúcach, slezine, tuku a koži 
nosníc počas stanovenej ochrannej lehoty  
 

Pľúca Slezina Tuk Koža Deň stanovenej 
ochrannej 

lehoty 
Platňa 

A 
Platňa 

B 
Platňa 

A 
Platňa 

B 
Platňa 

A 
Platňa 

B 
Platňa 

A 
Platňa 

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: tučne zvýraznené číslice predstavujú pozitívne výsledky; – inhibičná zóna 
nebola prítomná 
 
Prítomnosť sulfadimidínu a jeho rezíduí sa vo vyšetrovaných matriciach nosníc 
prejavila inhibíciou rastu testovacieho kmeňa s následnou tvorbou inhibičných zón. 
Veľkosť inhibičných zón závisela od koncentrácie sulfadimidínu v jednotlivých 
matriciach.  
Pri vyšetrovaní celých vajec, vaječných žĺtkov a vaječných bielkov sa veľkosť 
inhibičných zón výrazne zväčšovala s dňom podávania liečiva. Najväčšie inhibičné 
zóny boli zaznamenané pri celých vajciach a vaječných žĺtkoch v šiesty deň podávania 
liečiva, avšak, pri vyšetrovaní vzoriek vaječných bielkov bol už od šiesteho dňa 
podávania liečiva zaznamenaný pokles veľkostí inhibičných zón (Tab. 1). Počas 
pätnástich dní stanovenej ochrannej lehoty došlo k postupnému poklesu veľkostí 
inhibičných zón, resp. reziduálnej koncentrácie sulfadimidínu vo všetkých 
vyšetrovaných vzorkách vajec, pričom najvýraznejší pokles bol zaznamenaný práve vo 
vaječnom bielku. Keďže podľa mikrobiologickej metódy štvorplatňovej sa za pozitívny 
výsledok považuje vytvorenie čírej pravidelnej zóny okolo vyšetrovaných vzoriek o 
minimálnej veľkosti 2 mm, bolo pozitívne celé vajce do piateho dňa ochrannej lehoty, 
vaječný žĺtok do siedmeho dňa ochrannej lehoty a vaječný bielok do tretieho dňa 
ochrannej lehoty (Tab. 2). 
Pri vyšetrovaní požívateľných tkanív nosníc bola rovnako ako pri vajciach detegovaná 
prítomnosť rezíduí sulfadimidínu. vo všetkých vyšetrovaných matriciach. Ako pozitívne 
boli označené pečeň a prsná svalovina do druhého dňa ochrannej lehoty (Tab. 3), 
stehenná svalovina, žalúdok, slezina a tuk do tretieho dňa ochrannej lehoty (Tab. 3, Tab. 
4), a pľúca a koža do štvrtého dňa ochrannej lehoty (Tab. 4).  
Experimentálnou štúdiou stanovenia citlivosti mikrobiologickej metódy štvorplatňovej 
na sulfadimidín (Kožárová a Máté, 2000; Raschmanová a kol., 2002; Kožárová a kol., 
2005) bol stanovený detekčný limit metódy (LOD) pre sulfadimidín 1 µg.ml-1,  čo 
znamená, že mikrobiologickou metódou štvorplatňovou pri prídavku TMP 0,05 µg.ml-1 
agaru je možné stanoviť rezíduá sulfadimidínu vo vyšetrovaných vzorkách  matríc len 
do koncentrácie 1 µg.ml-1 (inhibičná zóna o veľkosti 1 mm). Keďže LOD metódy je 
vysoko nad úrovňou MRL stanoveného pre sulfónamidy (0,1 mg.kg-1) (Nariadenie 
Rady (EEC) č. 2377/90), mikrobiologická metóda štvorplatňová za týchto podmienok 
nespĺňa legislatívnu požiadavku spoľahlivo indikovať rezíduá sulfadimidínu 
v koncentráciách stanoveného MRL (Rozhodnutie Rady 93/257/EEC) .  
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Pre potvrdenie prítomnosti a identifikáciu rezíduí sulfadimidínu vo všetkých 
vyšetrovaných matriciach nosníc bola použitá kyselina PAB v koncentrácii 3 µg.ml-1 
agaru. Uvedená koncentrácia kyseliny PAB spoľahlivo identifikovala prítomnosť 
sulfadimidínu vo vyšetrovaných vzorkách inhibíciou antibakteriálneho účinku tejto 
látky na testovací kmeň Bacillus subtilis BGA prezentovanou absenciou inhibičných 
zón v okolí vyšetrovaných vzoriek matríc (Platne B). Prídavok kyseliny PAB 
v koncentrácii 3 µg.ml-1 agaru detegovaný v podmienkach in vitro bol v podmienkach 
in vivo overený a potvrdený. Na základe uvedenej skutočnosti doporučujeme uvedenú 
koncentráciu kyseliny PAB využiť pre identifikáciu sulfadimidínu v živočíšnych 
produktoch hydiny počas screeningu jeho rezíduí  mikrobiologickou metódou 
štvorplatňovou.  
 
Záver 
 
Mikrobiologická metóda štvorplatňová (Bogaerts a Wolf, 1980) je celosvetovo 
uznávanou mikrobiologickou metódou pre stanovenie rezíduí antibiotík a sulfónamidov 
v živočíšnych produktoch zvierat produkujúcich potraviny. Úprava prídavku TMP 
v testovacom agare a využitie kyseliny PAB, ako konfirmačnej látky sulfónamidov, by 
bolo pre screening rezíduí sulfadimidínu v koncentráciách stanoveného MRL a jeho 
následnú identifikáciu len prínosom. 
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