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Tanulméanyunk célja olyan vizsgalati modszer gyakorlati bevezetése, melynek
segitségével a friss husbol, allati szervekb6l és szovetekbdl, egyes allati eredeti
élelmiszerekbdl a visszamarado6 géatl anyagok nagy biztonséggal kimutathat6ak.

Elelmezesegészségiigyi szemponthol az aggalymentes histermelés irant tamasz-
tott hazai és kulfoldi kovetelmények az utobbi években rendkivili mértékben
fokozodtak. Ugyanakkor a gazdasagos allattenyésztés feltetelei szikségesse teszik,
hogy az allatok optimalis teljesitményének eléréséhez a takarmanyokat bioldgiailag
aktiv anﬁag_okkal (vitaminokkal, nyomelemekkel, kokcidiosztatikus szerekkel stb)
egeészitsék Ki. .

A 2/1983. (I. 29.) MEM szamu rendelet 4. szam0 melléklete tartalmazza a
biolégiaila% aktlv anyagok felhasznalasanak lehetGségeit, az ipar i takarmanyok
kiserGirataban és cimkéjén feltintetendé adatokat. Kotelez§ érvénnyel irja el6 a
felhasznaldk tajékoztatasat a takarmanyokban lev6 biolégiailag idegen anyagok
mennyiségérdl és alkalmazasukra vonatkozé el6irasokrdl is. Ugyanakkor rendel-
keznink kell kénnyen Kivitelezhet6, érzékeny és specifikus vizsgald eljarasokkal,
melyekkel megéallapithatd, hogy az allatok tenyésztése, illetve tartdsa sordn az
allattarték a rendeletben szabalyozott feltételeket (a szerek dézisat, a kiurtlési
id6t stb.) betartottdk-e? Az ellen6rzést rendszeresse és folyamatossa kell tenni,

hogy az esetleg jelenlev6 nem kivanatos toxikus anyagokat tartalmazo termékeket
kiszurhessuk.

Anyagok és mddszerek

A modszer elve

4 csészés agardiffuzios eljaras, melynek soran a megfelel6 nagysagura kivagott
szoveti (egyéb) mintdkat rahelyezziik a négy Petri csészébe kiontott kildnféle
agartaptalaj feluletére. A 6,0; 7,2 és 8,0 pH-ju taptalajokat el6z6leg B. subtilis
sporakkal, illetve egy masik adag 8,0-as pH ertéki taptalajt M. luteus csirakkal
oltottunk be. ApH 7,2-es taptalajhoz TMP-t adunk, hogy fokozzuk érzékenységét
a szulfonamid maradékokkal szemben. Az antibakterialisan hat6 anyag difflziojat

eéqg/,, vagy valamennyi csészénél keletkezd gatlasi zonak kialakulésa jelzi. (Lasd /.
t Iazat?
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Tesztmikroorganizmusok

B. subtilis BGA
Micrococcus luteus ATCC 9341

Torzskuitlrak fenntartasa

Ferdeagarra B. subtilist és M luteust oltunk.
) ,kAB. subtilis BGA-t +30 °C-on, a M. luteus-t +37 °C-on 16—24 6ran at kel-
tetjik.
A kultardkat +4 °C-on hiit6szekrényben taroljuk. Havonként kell atoltani.

B. subtilis BGA sporaszuszpenzié eléallitasa

Zselatinos alapagarra (0,1% KHZP04tal) pH 7,0-re allitva nagymennyiség(
B. subtilis BGA tenéyészetet oltunk. 10 napi +30 °C-on térténd inkubalas utan a
tenyészetet steril, 0,8%-0s konyhas6-oldattal lemossuk. Ezt a szuszpenziét 10
percig 3000 ford/fJerc mellett centrifugéljuk és a feluliszot ledntjiik. Az Uledéket
mégegyszer steril konyhaséoldattal felontjiik, 6sszekeverjik, centrifugaljuk és
ledntjuk. Ezt harmadszor is megismételjik, majd fizioldgias konyhasoéoldattal
szuszpenziot készitlink. A szuszpenziét +70 °C-on 30 percig h6kezeljik. A szusz-
penziot olyan mértékben higitjuk, hogy emsénként 107 sporat tartalmazzon. (A
sporaszam bedllitisa MPN szam meghatarozas szerint torténik.) A szuszpenzid
hit6szekrényben tartva hetekig hasznalhat6. Altalaban 0,1 cm: spéraszuszpenziot
gd_qnlﬁ 1IOO cm3 taptalajhoz (teszttéptalaj), hogy emsénként 10J spérasiiriiséget
érjunk el.

M. luteus levestenyészet elGallitasa

Az alaplevest 1 kacsnyi M luteus ATCC 9341 torzzsel beoltjuk és + 37 °C-on
24 6ran at keltetjik.
Minden kiontéshez frissen kell késziteni.

Téaptalajok és reagensek

Teszttaptalaj
alapleves 1000 cm3
agar-agar 159
zselatin 59
glukéz 19

Autoklavozas 121 °C-on 15 percig. Ezt kdvetéen 48 —50 °C-ra leh(tjik és 0,1
mdlos HCl-val vagy 0,1 molos NaOH-dal a pH-t ugy allitjuk be, hogy 6,0 és 8,0
pH értékd legyen.

Trimetoprim tdrzsoldat (TMP)

10 mg standard mindség( trimetoprimet 10 cm3etanolban razogatassal teljesen
feloldunk, majd steril desztillalt vizzel tovabb higitjuk, 50 /ig/cm3es koncentra-
cidig.
0,8%-0s konyhasooldat

8 g NaCl-ot vizben oldunk és 1000 cm3re feldntjiik, majd sterilizaljuk.

Miiller —Hinton-féie taptalaj szulfonamidok kimutatasara

Oxoid marhahus kivonat (krém) 5,09
Lactacid pepton (Human) 175 ¢
glukoz 2,09
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Oxoid agar Nr. 1 vagy megfeleld tisztasagu
szalas vagy por agar-agar hasonlo gélerGs-

séget add mennyiségben 13-17 ¢
desztillalt viz 1000 ml
Atéptalaj pH-ja autoklavozas utan 7,0-7,2.

Teszt-csészék elkészitése

A teszt taptalajokat folyékonnya tesszik, hozzaadjuk a tesztbaktériumokat
és gondosan Osszekeverjik. A Petri csészéket, melyeknek feneke tokéletesen sima,
ellenérzés mellett, vizszintesen elhelyezziik. Az agar mennyiségét Ugy valasztjuk
meg, hogy kidntés utan az agar vastagsaga pontosan 2 mm legyen.

1 csésze:

100 cm36,0 pH értek( taptalajhoz hozzdadunk 0,1 cm3B. subtilis BGA spora-
szuszpenziot. igy a taptalajban a spora koncentracidja 104spéra/cma3lesz.
2. csésze:

100 cm38,0 pH érték( taptalajhoz hozzédadunk 0,1 cm3B. subtilis BGA spdra-
szuszpenziot. igy a taptalajban a spérakoncentracié 104spoéra/cm3lesz.
3. csésze:

100 cm38,0 pH ertékii taptalajhoz hozzaadunk 1,0 cm3t a M. luteus 24 oras
levestenyészetébdl. igy a bakteriumkoncentracio kb. 106 bakt/cm3lesz.
4. csésze:

100 cm37,2 pH értékii taptalajhoz hozzaadunk 0,1 cm3B. subtilis BGA sp6ra-
szuszpenzi6t és 1,0 cm3trimetoprim tdrzsoldatot.

7. tablazat
Az alkalmazott médszer paraméterei
Csésze- . . Taptalaj Keltetés
szam Tesztmikroorganizmus
osszetétel pH-érték id6 [6] héfok [°C]
1 B.subtilis BGA zselatinos alapagar 6,0 16-24 32
2 B.subtilis BGA zselatinos alapagar 8,0 16-24 32
3 M .luteus ATCC 9341 zselatinos alapagar 8,0 16-24 32
4 B.subtilis BGA+ TMP moédositott 7,2 16-24 37

Miller—Hinton

A tesztcsészék tarolasa

Amennyiben ezeket a Petri csészéket nem azonnal kell felhasznalni, gy hiité
szekrényben +6 °C alatti h6mérsékleten tartva 1hétigfelhasznalha tok.

A mintak el6készitése

A szoveti mintakat lehet6ség szerint gyakorlatilag sterilen kell venni és a
lehet6 leghamarabb —h(t6taskdban —a labortériumba kell szallitani. Amennyi-
ben a szallitas el6relathatdlag meghaladja a 6 Orat, Ugy a mintékat le kell fagyasz-
tani. Baktériumokkal szennyezett anyag vizsgalatra nem alkalmas.

A mintékat a laboratériumban a hiitészekrény fagyasztoterében kb. —5 °C-ra
fagyasztjuk, a fellletét steril szikével eltavolitjuk, majd 8 db IX 1X0,5 cm-es
kockat vagunk.

Steril csilgesszel minden csészébe 2-2 db mintat helyeziink atlos iranyban.

A csészéket ezutan 2 orara hiitdszekrénybe tessziik, majd 32 °C, illetve 37 °C-on
16 —24 6rén &t inkubéljuk.
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Az eredmények kiértékelése

Keltetés utan a gatlasi zonakat 0,5 mm-es pontossaggal le kell mérni. Ha a négy
kozill egy csészénél mindkét minta kordl a gatlasi gydrd tébb, mint 2 mm, a préba
pozitiv.

Atesztet meg kell ismételni, ha az eredmény nem egyértelm(, pl. egy csészében
levé két minta koziil csak az egyik korul alakul ki pozitivnak értekelendd gatlasi
z6na, vagy ha bakterialis fert6zes befolyasolja az eredmény értékelését. Amennyi-
ben az eredmény ismét nem egyertelmlen pozitiv, ugy negativnak kell tekinteni.

A vizsgalatok soran jelentkez6 nem specifikus gatlasi zonékat dializalé hartya
alkalmazésaval szlrjuk ki. A dializald hartyat derékszogben meghajlitva a Petri
csésze kozepébe helﬁezzijk, majd a fent leirtak szerint ntjuk ki a teszt taptalajokat.
A lefagyasztott és kivagott szoveti mintadarabok kozil egy-egy Petri csészébe —
kozel a dializalé hartydhoz —ugyanazon oldalon 1—1 db helyezendé el. Célszer(
mar a kezdeti vizsgalatnal a dializal6 hartyat igénybe venni, mert a gyakran el6-
forduld, az elbiralast megnehezit6 nem specifikus gatlasok ezaltal kikiiszobolhet6k.

A csészék kiprobalasa (fellilvizsgalata)

A I(csészék érzékenységének ellendrzése minden kidntésnél Resistest-koronggal
torténik.

Kovetkeztetések

Megvizsgaltuk és részben modositottuk a mar nemzetkozileg is elfogadott
4 csészes agardiffazios eljarast, amely alkalmas antibiotikum és szulfonamid
reziduumok rutinszer(i ellen6rzésére. A mddszer érzékenységét egyes antibiotiku-
mokra és szulfonamidokra kiprébaltuk, amelynek eredményeit a 2. tablazatban
foglaltuk @ssze.

Javasoljuk a vagodallatok szerveinek és szdveteinek, valamint egyes allati
eredet(i élelmiszereknek a leirt mddszerrel torténd széles korii vizsgalatat a hatdsagi
ellendrzés soran. Amodszert természetesen szabvanyositasra is alkalmasnak tartjuk.

2. tablazat

4 csészés agardiffuziés mddszerrel végzett egyes kemoterapids szerekkel szembeni érzékenység

S ) ) Téaptalaj Erzékenység
Antibiotikum Szulfonamid egyéb PH Mg
OTC B.subtilis BGA pH 6,0 0,0075

Neomycin B.subtilis BGA pH 8,0 0,03
Streptomycin B.subtilis BGA pH 8,0 0,015
Zn.bacitracin M.flavus pH 7,0 0,015
Penicillin M.luteus pH 8,0 0,001
Flavomycin Staph.aureus 7,2 0,015
Virginiamycin M.luteus pH 8,0 0,015
Furazolidon B.subtilis BGA pH 8,0 0,0075
Salinomycin B.subtilis BGA pH 6,0 0,06
Tylosin g M .luteus 0,0075
Monenzin B.subtilis BGA pH 6,0 0,0075
Sumetrolym BGA + TMP pH 7,2 0,03
Quinoseptyl BGA + TMP pH 7,2 0,03
Superseptvl BGA+ TMP pH 7,2 0,06
Suifaqunoxalin Na BGA + TMP pH 7,2 0,03
Salvoseptyl BGA + TMP pH 7,2 0,125
Sulfaklorpiridazin Na BGA + TMP pH 7,2 0,015
Sulfanylamid BGA + TMP pH 7,2 0,03

T.MP = Trimetroprim
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IRODALOM

(1) 1SO/TC 34/SC 6 The ,four-plate-system”
(2) Bogaerts, R. und Wolf, F.; Fleischwirtschaft 60, 667 és 671, 1980.

BblIABIEHVE OCTATOYHbLIX KONMMYECTB AHTUBNOTUKOB WU
CYNbOAMNAHBLIX BEWECTB B OPFAHAX W TKAHAX 3ABUTbLIX
XMBOTHbLIX N TAKXE B MULWEBBLIX MPOAYKTAX XMBOTHOIO
MPONCXOXOEHNA

AO. A4 un 3. LLumoHdm

ABTOPbI UCCMEAOBAIA M YaCTUYHO MOAMGMLIMPOBA/IN Y)Ke MPUHATBLIA B HACTOSI-
lee BpeMms, 4 uallleuyHblii arap-Augy3MOHHbIA MeTod, KOTOpblA npurogeH ans
PYTUHHOIO KOHTPOAS pesnanidi aHTUOMOTVKA U CyNbghamuaa.

B cBA3M ¢ 3TUM, aBTOPbI CAENany MNpeAnoxeHue Mo WCMbITaHUID OPraHoB U
TKaHell 3aBWTbIX XMBOTHbIX W MULLEBLIX NPOAYKTOB XXMBOTHOMO MPOVCXOXAEHUS
C MOMOLLBIO OMMCAHHOTO METOZA aHanu3a U Takxke MPUMEHEHWe 3TOro MeTofa Ans
BEAOMCTBEHHOTO KOHTPOJIS.

ABTOpbI CUMATAIOT MPUrOAHBIM 3TOT METOA TakXe U ANs CTaHAapTM3aLui.

DETECTION OF RESIDUES OF ANTIBIOTICS AND OF SULPHONAMIDE
IN THE ORGANS AND TISSUES OF BEEF-CATTLE AND IN FOODS OF
ANIMAL ORIGIN

Gy. Acs and Z. Simonffy

The already internationally accepted four-plate agar diffusion system suitable
for the routine control of residues of antibiotics and of sulphonamide has been
investigated and partly modified by the authors.

Therefore the authors proposed a comprehensive investigation of the organs
and tissues of beef-cattles and of some foods of animal origin, with the use of the
described method, and a quality control by the authorities. According to the authors
the method is suitable also for the purposes of standardisation.

NACHWEIS VON RUCKSTANDEN VON ANTIBIOTIKEN UND VON
SULFONAMID IN DEN ORGANEN UND GEWEBEN VON
SCHLACHTTIEREN UND IN LEBENSMITTELN TIERISCHEN
URPRUNGS

Gy. Acs und Z. Simonffy

Das schon auch international angenommene Viertassensystem mit Agar-
diffusion zur rutinmassigen Kontrolle von Ruckstdnden von Antibiotiken und von
Sulfonamid wurde von den Autoren untersucht und teils auch modifiziert.

Die Autoren haben darum vorgeschlagen, die Organe und Geweben der
Schlachttiere, ferner einige Lebensmittel tierischen Ursprungs mittels der be-
schriebenen Methode weitgehend zu untersuchen bzw. behordlich zu kontrollieren.
Die Methode eignet sich nach den Autoren auch zur Normalisierung.
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LA DETECTION DES RESIDUS D’ANTIBIOTIQUES ET SULFONAMIDES
DANS LES ORGANES ET LES TISSUS DES ANIMAUX DE BOUCHERIE
ET DANS LES VIVRES D’'ORIGINE ANIMALE

Gy. Acs et Z. Simonffy

La méthode internationale de diffusion en gélose de quatre plats (four plate
system) qui est convenable pour contr6le en pratique des antibiotiques et dee
sulfonamides a été examinée et modifiée par les auteurs. Cette méthode est proposée
a lanalyse et contréle administratif des Organes et des tissus des animaux ds
boucherie et des vivres d’origine animale.

La méthode est aussi considérée convenable pour la standardisation.
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