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HIGIENA ZYWNOSCI ZWIERZECEGO
POCHODZENIA

LESZEK STEPANIAK, KAZIMIERZ KORNACKI, ANDRZEJ FETLINSKI

Charakterystyka metod wykrywania i oznaczania
resztek antybiotykéw w zywnosci

Z Zakladu Produkcji Biopreparatéw Mleczarskich w Olsztynie

Produkcja Swiatowa penicyliny wzrosla w
ciggu ostatnich 25 lat z 25 kg do 1000 ton, lub
0,6 X 1018 jm. rocznie. Jest to wiecej niz potrze-
ba do leczenia wszystkich ludzi na §wiecie nie-
zaleznie czy takie leczenie jest potrzebne, czy
nie (40). Masowa produkcja przyczynila sie do
upowszechnienia zastosowania antybiotykéw w
profilaktyce hodowlanej oraz konserwacji zyw-
nosci.

Resztki antybiotykéw w Zywno$ci moga w
dwojaki sposbb zagraza¢ zdrowiu czlowieka (21,
40, 44, 45, 60):

— antybiotyki lub produkty ich metaboliczne-
go rozpadu moga wywolywaé bezpoSrednie
objawy toksyczne od powaznych anafilak-
tycznych szokéw do reakeji hiperalergicz-
nych.

— moga uodpornia¢ mikroflore przawodu po-
karmowego i zmieniaé jej ekolag'e, przez co
leczenie antybiotykami staje sie mniej sku-
teczne.

Do pozamedycznych probleméw wystepowa-
nia antybiotykéw w zZywnoSci mozna zaliczyé
nastepujace czynniki (40):

— powazne zaburzenia w procesach fermenta-
cyjnych przemyshu spozywczego i wynikle
stad straty ekonomiczne,

— falszywe wyniki testé6w mikrobiologicznych
przy ocenie higienicznej jakosci produktéw
spozywczych.

Dopuszczalne dla zdrowia pozostalosci anty-
biotykéw w miesie, mleku i jajach zostaly usta-
lone przez Swiatowa Organizacje Zdrowia oraz
ustawodawstwa niektorych krajow (4, 40, 60).

Wezesdniejsze badania amerykanskie przepro-
wadzone przez Deana i wsp. (7) wykazaty, ze
dominujacym antybiotykiem wystepujagcym w
zywnos$ci byla penicylina, natomiast pézniejsze
wyniki (43) uwidocznily, ze w miesie zwierzat
najczesciej wystepuja tetracyklina, streptomy-
cyna 1 penicylina. Wenzel (59) wykryl, ze w
RFN antybiotyki wystepuja w 84,4% badanych
prébek cieleciny. Stwierdzil on przy tym wy-
stepowanie takich antybiotykéw jak chloram-
fenikol, tetracyklina i bacytracyna.

Badania krajowe wykonane przez Kulzzakie-
wicza (33) nie wykazaly obecnosci antybioty-
kéw w miedniach 500 sztuk przebadanych §win.
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Ze szczegolowych informacji zebranych przez
Mola (40) w latach 1965 — 70 wynika, ze w
kilku krajach zachodnioeuropejskich zawartosé
antybiotykéw w mleku surowym wahala sie od
kilku setnych do 2% ogoélem przebadanych
préb. Wyniki tych badan przeprowadzonych w
ukladzie wieloletnim, wskazujg dla niektérych
krajéw spadek procentowego udzialu mleka
z antybiotykami co nalezy ttumaczyé skutecz-
nie rozwinietym tam programem kontroli.

Z teoretycznego punktu widzenia wykrycie
i identyfikacja okres§lonego antybiotyku wyste-
pujacego w mieszaninie z innymi moze odby¢
sie nastepujacymi metcdami (1, 17, 21):

— zastosowanie mikroorganizmu testowego
czulego na antybiotyk wykrywany i wysoce od-
pornego na inne antybiotyki.

— inaktywacja przeszkadzajacych antybio-
tykéw metodami chemicznymi lub biochemicz-
nymi.

— sztuczne wzbudzenie u mikroorganizméow
testowych odpornosci na przeszkadzajace anty-
biotyki.

— rozdzial mieszaniny antybiotykéw za po-
mocg ekstrakeji rozpuszezalnikami selektywny-
mi, przy uzyciu metod chromatografii oraz elek-
troforezy, a nastepnie ich lokalizacja i identy-
fikacja metodami mikrobiologicznymi lub che-
micznymi.

Czuloéé i selektywno$é metod
mikrobiologicznych

Oficjalnie uznane metody wykrywania pozo-
statosci antybiotykéw polegaja na pomiarze
stopnia zahamowania wzrostu wybranych mi-
kroorganizméw testowych. Nalezg tu metody
dyfuzyjne plytkowe z cylinderkami, studzien-
kami lub krazkami, metody turbimetryczne
i metody redukcyjne. Szerokie opracowanie w
zakresie metody dyfuzyjnych przedstawili Gro-
ve i Randal (16).

Metody stosowane do wykrywania resztek an-
tybiotykéw w zywnosci muszg mieé czulo$é poz-
walajagca na okreslenie od utamka do miliono-
wej czeéci badanej substancji. Ustalone granice
tolerancji sg w wielu przypadkach takie same
jak zakres wykrywalnoseci antybiotyku najczul-
sza ze znanych metod (32, 62).
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Arret i inni (1) ustalili prég interferencji an-
tybiotykow, to jest maksymalng tolerancje an-
tybiotyku przeszkadzajacego, na ktéra nie rea-
guje jeszcze mikroorganizm testowy uzywany
do identyfikacji i oznaczenia poszukiwanego an-
tybiotyku. Przyktadowo Bacillus cereus (ATCC
11778) jest specyficzny w stosunku do tetracy-
klin dopéki nie jest obecna penicylina w iloSci
wiekszej niz 0,9 j/ml, a streptomycyna i bacy-
tracyna w ilosci wiekszej niz 1 pg/ml.

Poniewaz nie mozna osiggnaé¢ pelnej selek-
tywnoscei, tylko przy pomocy szczepu testowe-
go, stosuje sie kombinacje szczepdéw i réznych
roztworéw buforowych oraz rozpuszczalnikéw,
celem osiggniecia wzglednie selektywnej anali-
zy prébki. Mimo ograniczonej liczby czynnikow
selektywnych, ilo§ciowe metody sg czasochlon-
ne i skomplikowane.

Do oznaczania stezenia 33 antybiotykow i ich
preparatow obowigzujgce w USA metody prze-
widuja stosowanie 21 réznych mikroorganiz-
moéw testowych, 6 metod przygotowywania ich
inokulum, 33 typy podlozy testowych, 8 roéz-
nych roztworéw buforowych (4). Schothorst
(53) opracowal metode wykrywania i identyfi-

kacji 4 najpowszechniej stosowanych antybio-

tykéw na drodze czysto biologicznej. Srednice
stref hamowania uzyskano na plytkach z trze-
ma mikroorganizmami testowymi (B. cereus, B.
subtilis i S. lutea) oraz na podtozu o zréznico-
wanym pH, wyniki naniesione na diagram da-
waly krzywe charakterystyczne dla kazdego
z badanych antybiotykéw, ktorymi byly peni-
cylina, streptomycyna, tetracyklina i neomy-
cyna.

Badacze francuscy (11, 12) analizowali mozli-
wosé¢ identyfikacji antybiotykéw w prébkach
miesa stosujgc kombinacje 4 réznych mikroor-
ganizméw testowych i 3 roznych plynoéw
ekstrakeyjnych. Ustalili oni dla kazdego z anty-
biotykéw granice wykrywalnosci, przy wszyst-
kich mozliwych wariantach mikroorganizméw
testowych i rozpuszezalnikdéw ekstrakeyjnych.

Opierajac sie o uzyskane wyniki ze wszyst-
kich kombinacji mozna bylo zidentyfikowaé do-
dane pojedynczo do prébki penicyline, chloram-
fenikol, oleandomycyne, erytromycyne, tylozy-
ne, streptomycyne, bacytracyne.

Rutczynska-Skonieczna i Rybinska (50) wy-
kazaly, ze w tkankach jadalnych mozna wy-
kryé wystepowanie streptomycyny, bacytracy-
ny i penicyliny stosujgc jako szczepy testowe
S. lutea, B. subtilis i M. flavus pod warunkiem,
ze nie wystepuje jednoczeénie oksytetracykli-
na, lub tez, ze wystepuje ona w ilosciach poni-
zej progu wrazliwosici na wymienione mikroor-
ganizmy. W badaniach rutynowych, w pierw-
szym etapie stosuje sie test na ogélne hamowa-
nie wzrostu, ktdry powinien okre§lié¢, czy ba-
dana prébka zawiera substancje hamujace typu
antybiotykéw. Do takiego testu nadajg sie mi-
kroorganizmy majace stosunkowo duzg czulosé,
a mozliwie najmniejszg specyficznosé¢. Zastoso-

wany mikroorganizm powinien reagowaé na ni-
skie stezenia mozliwie wielu antybiotykéw. Za
mikroorganizmy charakteryzujace sie¢ taka ce-
chg uwaza sie Bacillus subtilis i Bacillus stea-
rothermophilus (31, 34, 46, 52).

Schaal i Wenzel (52) badali przydatnosé kil-
ku szczepow B. subtilis, B. cereus, S. lutea i Fla-
vobacter sp. do wykrywania 8 najpowszech-
niej wystepujacych w miesie antybiotykow. 4
szczepy B. subtilis mialy czulo§¢ uznang za wy-
starczajaca do wykrywania wszystkich 8 anty-
biotykéw. Uzyskane wyniki ograniczaly zasto-
sowanie B. cereus do wykrywania tetracykliny,
S. lutea do bacytracyny, penicyliny i chloram-
fenikolu, Flavobacter do chloramfenikolu. B.
subtilis stosowano do wykrywania penicyliny
w mleku, krwi, moczu i miesie metodami dy-
fuzyjnymi, bgdz redukcyjnymi (19, 28, 48). Wy-
znaczona dla tego mikroorganizmu wrazliwo§é
na penicyline wynosita 0,02 do 0,05 jm/ml.

Liczne publikowane metody z B. stearother-
mophilus (10, 14, 23, 35, 41, 49) wykazujg brak
jednolitosci w poszczegolnych etapach wyko-
nawczych, dotyczacych sktadu i pH podloza,
temperatury i czasu inkubacji, ilosci zarodni-
kéw w podlozu i sposobu przygotowania inocu-
lum. Roéwnoczesnie stwierdzono, ze stosunkowo
wysoka koncentracja detergentéw i niektérych
srodkéw konserwujacych nie hamuje wzrostu
B. stearothermophilus (10). Bacillus stearother-
mophilus var. calidolactis C-953 opisany przez
Gallesloota i Hassinga (14) znalazl zastosowa-
nie w spopularyzowanej przez Kracka i Tolle
(29, 30) 2,5 godzinnej metodzie redukcyjnej wy-
krywania antybiotykéw w mleku. W propono-
wane]j przez nich metodzie, prébki mleka nano-
szone sg na podloze z czernig brylantowg wy-
pelniajac czes¢ studzienki tabliczki do mikro-
miareczkowania, Kietkujace zarodniki mikro-
organizmu, redukujace czernn brylantows, wy-
kazuja wrazliwoé¢ na 0,001 j.m/ml penicyliny,
10 pg/ml streptomycyny i 0,7 pg/ml chlorote-
tracykliny.

W metodzie wykrywania antybiotykéw opra-
cowanej przez Van Osa i wsp. (47), badang prob-
ke inkubuje sie w fiolce zawierajacej zel aga-
rowy z przetrwalnikami B. stearothermophilus
oraz tabletke 2z substancjami odzywczymi
i wskaznikiem. Autorzy tej metody sugeruja, ze
moze ona byé¢ rowniez przydatna do wykrywa-
nia antybiotykéw w miesie.

Murakami i wsp. (41) stwierdzili, ze B. sub-
tilis (ATCC6633) i B. stearothermophilus C-953
sg jednakowo czule na tetracykling, streptomy-
cyne i chloramfenikol, przy czym szczep B. stea-
rothermophilus byl wyraznie wrazliwy na pe-
nicyline, w mniejszym stopniu wrazliwy na ery-
tromycyne i znacznie mniej wrazliwy na nowo-
biocyne.

W niektérych krajach produkowane sg spe-
cjalne gotowe zestawy do wykrywania pozosta-
loéci antybiotykéw przy uzyciu metod reduk-
cyjnych z B. stearothermophilus i czernig bry-
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lantowa, lub purpura bromokrezolowa (21) jako
wskaznikami.

Poniewaz zastosowanie wysoko termicznie
opornych zarodnikéw jest wygodniejsze niz wy=
korzystanie organizméw testowych w formie
komoérek wegetatywnych, Zaklad Produkeciji
Biopreparatéw Mleczarskich w Olsztynie pro-
dukuje preparat do wykrywania antybiotykéow,
w ktérym liofilizowane zarodniki B. stearother-
mophilus sg dodawane do suchych skladnikow
podloza. Preparat w miare potrzeby przygoto-
wywany jest poprzez rozpuszczenie w 100°C,
co maksymalnie upraszcza metodyke (9). W
opracowanej przez nas metodzie dyfuzyjno-
-wskaznikowej (9) z B. stearothermophilus wy-
krywalnos¢ antybiotykéw w mleku wynosi:
0,003 jm/mil penicyliny, 1 pg/ml streptomycyny,
0,1 png/ml chloroteracykliny, 0,2 pg/ml neomy-
cyny, 06 pg/ml tetracykliny, 1,0 pg/ml chlora-
mfenikolu, 0,3 ug/ml erytromycyny.

Metoda ta zostala wprowadzona do Polskiej
Normy jako obowigzujgca w zakresie wykrywa-
nia antybiotykéw w mleku i produktach mle-
czarskich.

Czynniki decydujace o szybkoS$ci, precyzji
i czuloéci metod mikrobiologicznych

Dyfuzyjne metody iloSciowe z mikroorganiz-
mami mezofilnymi wymagaja 16 — 18 godzin-
nej inkubacji (4, 16). Pozwala to na uzyskanie
wyraznego wzrostu mikroorganizméw testo-
wych w drugim dniu od zaszczepienia.

Kunrad (35) dzieki zastosowaniu wstepnej
preinkubacji plytek uzyskal w metodzie z B.
stearothermophilus widoczne strefy hamowania
po 45 minutach inkubacji. Tak krotki czas me-
tody pozwala nie tylko na stwierdzenie obec-
nosci substancji hamujacych, ale réwniez na
podjecie w pore przedsiewzie¢ zapobiegaw-
czych.

Zasady techniki oraz czynniki wplywajace na
doktadno$é metod dyfuzyjnych z cylinderkami
i krgzkami bibulowymi zostaly przedstawione
w pracach Gavina (15) oraz Davisa i Stouta (5,
6). Stosujac cylinderki mozna osiggnaé wieksza
czutoéé metody na nizsze stezenie antybiotykow
(50). Stwierdzono réwniez, ze zar6wno stosowa-
nie cylinderkéw jak i krazkéw papierowych,
pozwala na uzyskanie prostej zaleznosci loga-
rytmicznej pomiedzy uzyskanymi rezultatami,
a stezeniem antybiotykéw (15, 56). Strefy ha-
mowania powstajace wokél krazkoéw sg lepiej
wyksztatcone z uwagi na lepszy kontakt préby
z powierzchnig agaru. Ostro§¢ strefy hamowa-
nia zalezy réwniez od takich czynnikow jak typ
mikroorganizmu testowego, skiad podtoza, ilosé
drobnoustrojéow w podlozu, czasu inkubacji.
Niektore antybiotyki na pojedynczej warstwie
podioza testowego wykazujg tendencje do two-
rzenia podwéjnych stref hamowania. W meto-
dach ilosciowych, w ktérych probke nanosi sie
do cylinderka, stosuje sie podwdjng warstwe
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podloza — podstawows wyréwnujaca i testowsg
zaszcezepiona mikroorganizmem testowym (18).

Katz i Fassbender (25) upro$cili oznaczanie
iloéciowe chlorotetracykliny, stosujac pojedyn-
czg warstwe podtoza, przy zachowaniu niezmie-
nionej czulosci i dokladnofci metody. W meto-
dach dyfuzyjnych krazkowych stosuje sie jed-
ng warstwe podioza, ktére jest wylewane na
plaskodenne ptytki o $rednicy 100 mm w ilos-
ciach 8—10 ml, co daje grubo$¢ warstwy 1,25—
—1,5 mm. Przy bardzo cienkiej warstwie osia-
ga sie gorsza dokladno$¢ oznaczen. Wiegkszosé
metod poleca, aby prébki byly nanoszone w cza-
sie od 30 minut do kilku godzin od momentu ze-
stalenia sie podloza ze wzgledu na ujemny
wplyw przechowywania na czulo$é i Srednice
stref hamowania (5, 6, 26, 32).

Kunrad (35) oraz Witter i Tuckey (61) zaob-
serwowali, ze plytki z podlozem zaszczepione
B. subtilis oraz B. stearothermophilus moga by¢
przechowywane w temperaturze 2—5°C przez
okres do 5—7 dni bez wplywu na szybkosé ozna-
czania oraz czutosé i $rednice stref hamowania.

Do czynnikéw wpltywajacych na czutosé i pre-
cyzje metody mozna zaliczyé rowniez: pH i wia-
$ciwosci buforowe podloza, zawarto$é agaru w
podlozu, nieréwnosci i odksztalcenia dna plytek
Petriego. Dokladnosé metody jest bezposrednio
zalezna od dokladnosci préby. Nanoszenie $cis-
le odmierzonej ilosci do cylinderka lub na kra-
zek za pomocg mikropipety pozwala na uzyska-
nie wiekszej dokladnosci przy oznaczeniach ilo§-
ciowych (6, 56).

Przygotowanie materialu do oznaczenia
zawarto$ci antybiotykéw

Rozmieszczenie antybiotykéow w tkankach
zwierzecych jest niejednolite. Niektére antybio-
tyki sg wigzane przez bialka, inne sg rozpusz-
czalne w tluszczach i koncentrujg sie w tkan-
kach zapasowych. Tetracykliny sg wigzane i od-
kladane w kos$ciach i zebach (18, 40). Wenzel
(59) podaje, ze koncentracja antybiotykéw w
organizmie zwierzecym jest najwieksza w ner-
kach, a nastepnie w watrobie i migsniach.

Ebrecht i Seifert (8) uwazaja, ze watroba jest
organem, ktory najdtuzej zatrzymuje wickszosé
antybiotykéw i biobsja watroby jest najbardziej
obiektywnym odzwierciedleniem poziomu an-
tybiotykéw w organizmie zwierzecym. Sugestie
odnoénie sposobu pobierania prébek zwierzat po
uboju, celem oszacowania poziomu i rozmiesz-
czenia antybiotykéw, podane =zostaly przez
Kramera i wsp. (32).

Antybiotyki wykazujg zréznicowang odpor-
nosé na wysokie temperatury i warunki prze-
chowywania (24).

W wiekszo$ci metod mikrobiologicznych pré-
by nanoszone sa na krazek bibutowy lub do cy-
linderka umieszczonego na powierzchni podlo-
za testowego. W metodach redukecyjnych czesto
mleko jest jednocze$nie prébka i podtozem, do
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ktérego wprowadza sie mikroorganizm testowy
(51, 54, 58).

Freres i wsp. (11, 12) zwiekszali koncentracje
antybiotykéw w ekstraktach wodnych lub me-
tanolowych, uzyskanych z miesa w ten sposéb,
ze nanosili na krazek umieszezony na siatce po
kilka lub kilkana$cie kropli préby w odstepach
czasu pozwalajgcych na wyschniecie kazdej ko-
lejno nanoszonej porcji. W metodach zapropo-
nowanych przez Kramera i wsp. (32) do eksira-
kcji wiekszosci antybiotykéw z miesa oraz pro-
duktéw mleczarskich stosuje sie¢ bufory fosfo-
ranowe:

— pH 1,5 i 8,0 do ekstrakeji streptomycyny
— pH 4,5 do ekstrakcji tetracyklin
— pH 6,0 do ekstrakeji penicyliny i polimyxy-

ny
— pH 8,0 do ekstrakeji erytromycyny i neomy-
cyny.

Freres i wsp. (11, 12, 13) uwazaja, ze czy-
sty metanol jest najlepszym rozpuszczalnikiem
do ekstrakeji bacytracyny, tetracyklin i chlo-
ramfenikolu, metanol z buforem weglanowym
o pH 8,0 do ekstrakeji erytromycyny i tyozyny,
bufor weglanowy o pH 8,0, do ekstrakeji peni-
cyliny i streptomycyny. Smither (57) wykazal,
ze najczeSciej wystepujace w migsie antybioty-
ki daja sie wyekstrahowa¢ acetonitrylem. Po-
zostalo$é po odparowaniu acetonitrylu i rozpu-
szczeniu w wodzie stanowi skoncentrowang
préobke. Hamman i wsp. (17) opracowali meto-
de ekstrakeji izoaksylowych penicylin z mleka.
Antybiotyk jest odzyskiwany za pomocg spe-
cyficznej wielostopniowej ekstrakeji ciecz —
ciecz. Uzyskiwane ekstrakty sg atestowane jako
prawie catkowicie wolne od innych substancji.

Wplyw rodzaju probki na rozwdj
mikroorganizmu testowego

)

Substancje biologiczne zawierajg naturalne
skladniki, ktére moga zaré6wno stymulowaé jak
i hamowa¢ wzrost mikroorganizméw testowych.
Substancje te moga mieé¢ wplyw na Srednice
stref hamowania, wytwarzaé falszywe strefy
lub dawa¢ falszywe pozytywne wyniki w meto-
dach redukcyjnych. Biorgc powyzsze pod uwa-
ge wskazanym jest stosowanie prob kontrol-
nych wolnych od antybiotykéw. Pierscienie
ograniczonego wzrostu mikroorganizmu testo-
wego mniejsze niz 1 mm otrzymywane w me-
todach dyfuzyjnych s3 czesto interpretowane
jako wynik negatywny (32). Kraack i Reich-
muth (31) stwierdzili, ze pewne gatunki mikro-
flory, obecnej w mleku w duzych iloéciach ha-
mujg rozwdj B. stearothermophilus. Gatunek
ten jest réwniez bardzo wrazliwy na lizozym.
Schuler (55) wnioskuje, ze tylko pozostatosci
antybiotykoéw i sulfamidéw obecne w watrobie
i nerkach moga dawaé¢ definitywnie wyksztal-
cone strefy hamowania, gdy organizmem testo-
wym jest Sarcina lutea, przy czym strefy wy-
tworzone wczesniej niz po 24 godzinach moga

byé¢ strefami falszywymi. Freres i wsp. (13)
stwierdzili, ze niektére prébki cieleciny i wolo-
winy wolne od antybiotykéw hamowaly rozwaj
M. flovus. Réownocze$nie wykazano, ze aktyw-
no$¢ inhibitujaca byla wieksza w miesniu woto-
wym i zanikata, gdy ekstrakty metanolowe mie-
$ni poddawano neutralizacji. Stosunkowo duzy
procent rozpuszczalnikéw organicznych nie
wplywa na wyniki metody dyfuzyjnej, ale ste-
zone bufory moga hamowaé rozwo6j mikroorga-
nizméw testowych (15).

Metody turbidimetryczne

AR
Najbardziej obiecujaca cecha metod turbidi-
metrycznych jest mozliwosé automatyzacji. Ku-
zel 1 Kawanagh (36) opracowali automatyczny
system ,,autoturb” do oznaczania antybiotykéw
i witamin. Hussein i wsp. (20) zastosowali ten
system do oznaczania stezenia chlorotetracykli-
ny w paszy. Oznaczenia turbidimetryczne cha-
rakteryzuja sie gorszg precyzja, jednak wyniki

otrzymywane sa w ciagu tego samego dnia.

Kombinowane, chemiczne i mikrobiologiczne
metody wykrywania i identyfikacji
antybiotykéow

W praktyce analitycznej wykorzystywana
jest mozliwo§¢ wybidrczego oznaczania i neu-
tralizacji penicyliny za pomoca penicylinazy. En-
zym ten moze by¢ dodawany do proébki lub do
podtoza testowego (10, 51, 56). Natomiast strep-
tomycyne zinaktywowa¢ mozna hydroksylami-
ng (21).

Mieszanine antybiotykéw mozna réwniez roz-
dziela¢ za pomocg chromatografii bibutowej,
cienkowarstwowej lub elektroforezy. Metody te
pozwalaja na rozdzial antybiotykéw o podobnej
budowie strukturalnej takich jak tetracykliny
lub penicyliny (2, 13, 27, 42). Rozdzielone chro-
matograficznie antybiotyki moga by¢ identyfi-
kowane metodami fizycznymi lub chemicznymi.
Wywolanie chromatograméw nastepuje poprzez
rozpylenie na ich powierzchni specyficznych
zwigzkéw chemicznych. Niektére antybiotyki
dajg flurescencje w swietle UV (37). Opracowa-
no réwniez szereg kombinowanych metod chro-
matograficzno-mikrobiologicznych rozdzialu i
wykrywania antybiotykow. Rézinice pomiedzy
nimi polegaja na stosowanych nosnikach chro-
matograficznych, kompozycji faz rozdzielezych,
technice chromatograficznej oraz rodzaju sto-
sowanych mikroorganizméw testowych. Po roz-
dziale antybiotykéw, na bibule lub inny nos-
nik nakltada sie agaryzowane podloze zaszcze-
pione czulym mikroorganizmem. W miejscach
dyfuzji antybiotykéw tworza sie po odpowied-
niej inkubacji strefy hamowania, co pozwala
zarowno na identyfikacje, jak i ilosciows inter-
pretacje wynikéw otrzymanego bioautogramu.

Langner i Taufel (38) zaprezentowali bioau-
togramy z rozdzialem 9 antybiotykéw. Do roz-
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dzialu uzywano plytki celulozowe oraz jako fa-
zg¢ rozdzielecza butanol, metanol, kwas octowy
i wode odpowiednio w stosunku 45:20:9:36. Sto-

sujac B. subtilis jako organizm testowy grani-.

ca wykrywalnosci dla tetracykliny wynosita 0,1
ug, a dla penicyliny 0,001 j.m.

Murakawa i wsp. (42) ekstrahowali z krwi
1 moczu penicyline, ampicyline i cloxacyline
przy uzyciu etanolu. Uzyskane ekstrakty roz-
dzielano chromatograficznie i oznaczano meto-
da biocautografii. Blad oznaczenia nie przekraczal
10%. Lightbown i De Rossi (39) przedstawiaja
aparat oraz technike rozdzialu antybiotykéw
metody elektroforezy na zelu agarowym. Testo-
wali oni 21 antybiotykéw rozpuszczalnych w
wodzie lub plynach tkankowych. Zaleznie od
wlasciwosci jonowych antybiotyki wedrowaty
do anody lub katody. Langner i Taufel (38) row-
niez do rozdzialu elektroforetycznego antybio-
tykéw zastosowali zel agarowy naniesiony na
zwykle szkietko podstawowe mikroskopu. An-
tybiotyki réznity sie znacznie czasem migracji
i te¢ wlasciwo$é wykorzystano do ich réznico-
wania.

Zaprezentowane tu informacje sktaniajg nas
do wyciggniecia nastepujacych wnioskéw:

Wystepowanie pozostalosci antybiotykéw w
zywnoéci stanowi ryzyko ze zdrowotnego punk-
tu widzenia, jak réwniez ogranicza przydatnosé
surowcow zwierzecych w technologii zywnoéci.
Fakt ten jest nierozitacznie zwigzany z intensy-
fikacja metod hodowlanych i rozwojem lecznic-
twa weterynaryjnego. Dla przeciwdziatania tym
zjawiskom niezbedne jest opracowanie progra-
mu kontroli zawartosci substancji hamujacych
typu antybiotykéw w miesie, mleku i innych
produktach zywnosciowych przy pomocy sku-
tecznych i szybkich metod. Metody mikrobiolo-
giczne z B. stearotheromphilus sg wystarczajg-
ce, szybkie i dokladne i wydaje sie, Ze powinny
by¢ upowszechnione w celach rutynowej kon-
troli pozostalosci antybiotykéw. Identyfikacja
rodzaju antybiotyku w nieznanej probce wy-
maga skomplikowanych metod postepowania
oraz efektywnego sposobu ekstrakeji i koncen-
tracji pozostalosci antybiotykéw z prébki.
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VAN VLEET J. F., RUTH G. R.: Efektywno§¢ wzboga-
cania paszy w zapobieganiu niedeborowi selenu-wita-
miny E u §wif. (Efficacy of supplement: in prevention
of selenium-vitamin E deficiency in swine), Amer. J.
vet. Res, 38, 1299—1305, 1577 (9).

Efektywno$é paszy wzhogaconej w zapobieganiu nie-
doborowi selenu witaminy E przesledzono na 5 tygod-
niowych prosietach. Prosieta z 12 grup po 5 tygod-
niach Zywienia diety niedoborowa oirzymywaly z pa-
sza wzglednie w iniekcjach witamine E i preparaty
zawierajgce selen. U prosiat otrzymujacych diete pod-
stawowa zmiany w watrobie wystepowaly u 92%, w
sercu u 79%, w miesniach u 63%. Czesciowe dz1alan1e
ochronne wywierala pasza wzhogacona w 0,03 ppm se-
lenometioniny, 15 jm witaminy E/kg; 0,02 ppm seleno-
metioniny i 15 jm witaminy E/kg; 0,1 ppm seleninu
sodowego, male dawki preparaiu Se-E w iniekejach
(0,06 mg SE i 4 jm alfa tokoferolu/kg wagi ciala), oraz
dodatek do paszy 0,5% dl-metioniny. Wystepowaniu
niedoboru zapoblegalo podawanie 30 jm wit. E/kg pa-
szy, 0,6 ppm selenometioniny, 200 jm witaminy E oraz
1n1ekc1e 0,22 mg Se i 15 jm dlfa tolkoferolu/kg wzgled-
nie 1,1 mg Se i 75 jm alfa tokoferolu/kg. Preparaty te
nie zapoblegaiy jednakze powstawaniu owrzodzenn w
przewodzie pokarmowym.
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