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DELVO-X-PRESS IR KITU METODU INHIBITORIAMS ZALIAME PIENE NUSTATYTI
PALYGINAMASIS [VERTINIMAS
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Santrauka. Atliktas keturiy metody inhibitoriams Zaliame piene nustatyti — mikrobiologinio su jautrios kultiiros
Geobacillus stearothermophilus sporomis, naudojant Delvotest-SP-NT preparatus, ir spar¢iyjy metody Delvo-X-PRESS,
Penzym bei Penzym S palyginamasis jvertinimas. Nustatyta, kad visy keturiy metody jautrumas keturiems beta laktami-
ni zieda turintiems antibiotikams (penicilinui, ampicilinui, amoksicilinui, oksacilinui) atitiko firmy-gamintojy nurodyta
jautruma. Lyginant sparciuosius metodus su pamatiniu mikrobiologiniu metodu inhibitoriams ,,teigiamuose® (su inhibi-
toriais) pieno méginiuose nustatyti, sutapo: 94,3 proc. — Delvo-X-PRESS ir Delvotest-SP-NT;, 73,7 proc. — Penzym ir
Delvotest-SP-NT, 68,0 proc. — Penzym S ir Delvotest-SP-NT metodais iStirty méginiy rezultaty. Lyginant Lietuvoje du
placiausiai taikomus sparciuosius metodus — Delvo-X-PRESS ir Penzym — inhibitoriams pieno méginiuose nustatyti,
sutapo 68,4 proc. istirty méginiy rezultaty. Pieno méginiy, kuriuose antibakterinés medziagos rastos tik Penzym ir Pen-
zym S metodais, bei tokiy méginiy, kuriuose antibakterinés medziagos rastos Delvotest-SP-NT ir Penzym bei Penzym S
metodais, patikrinimas po apdorojimo penicilinaze ir p-aminobenzenkarboksirtigstimi parod¢, kad Penzym ir Penzym S
metodais galéjo biiti gauti klaidingi teigiami rezultatai.

Remiantis tyrimy rezultatais, pasiiilyta iteisinti Del/vo-X-PRESS metoda, kurio rezultatai, tiriant ,teigiamus“ mégi-
nius, 94,3 proc. sutapo su mikrobiologiniu metodu.

RaktaZodziai: inhibitoriai, penicilinas, zalias pienas, Delvo-X-PRESS metodas, Delvotest-SP-NT, Penzym ir Penzym
S metodai, palyginamasis jvertinimas.

COMPARISON OF DELVO-X-PRESS AND OTHER METHODS FOR
DETERMINING INHIBITORS IN RAW MILK
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Summary. Comparison of four methods for determining inhibitors in raw milk — Delvotest-SP-NT (microbiological
method with spores of Geobacillus stearothermophilus) and rapid methods Delvo-X-PRESS, Penzym and Penzym S —
was made. It has been determined that sensitivity of Del/vo-X-PRESS and Delvotest-SP-NT to four f-lactams (penicillin,
ampicillin, amoxicyllin, oxacillin) corresponded with sensitivities declared by manufacturers. Comparison of rapid
methods with a reference microbiological method for determining inhibitors in ,,positive” milk samples resulted in 94.3
% coinciding of Delvo-X-PRESS and Delvotest-SP-NT, 73.7 % of Penzym and Delvotest-SP-NT and 68.0 % of Penzym
S and Delvotest-SP-NT, respectively. Comparison of two rapid methods widely used in Lithuania for determining in-
hibitors in milk — Delvo-X-PRESS and Penzym — showed that 68.4 % results of investigated samples tallied. Examina-
tion of milk samples in which antibacterial substances were found only using Penzym and Penzym S method and also
the samples, in which antibacterial substances have been found using Delvotest-SP-NT, Penzym and Penzym S method
after treating them with penicilinase and p-aminobenzoic acid showed that the results received using Penzym and Pen-
zym S methods could be false positive.

Based on the results of investigation, proposition was made to validate Delvo-X-PRESS method which results during
investigation of ,,positive* milk samples tallied with a microbiological method in 94.3 % cases.

Key words: inhibitors, penicillin, raw milk, Delvo-X-PRESS method, Delvotest-SP-NT, Penzym and Penzym S
methods.

Ivadas. Europos Tarybos reglamentas  guoja su imobilizuotu receptoriumi. Fermentiniai metodai
(EB) Nr. 2377/90 nustato antibiotiky ir kity antibakteriniy  yra greiti, ju trukmé — nuo keleto iki keliolikos minuciy,
medZziagy didZiausia leisting liku¢iy kieki (DLK, angl. — taciau jie yra specifiniai tik vienam antibiotikui ar juy gru-

MRL) gyviininiuose maisto produktuose. Antibiotikams pei. Metodai gali biiti ne visai tikslis, todél fermentiniy
piene nustatyti taikomi imuninio arba receptoriy tyrimo  metody rezultatai paprastai tikrinami mikrobiologiniais
(fermentiniai), mikrobiologiniai ir fizikiniai cheminiai  metodais, placiai taikomais oficialiajai kontrolei, mat yra
metodai. Imuninio arba receptoriy tyrimo metodai pagristi ~ pakankamai tiksliis, gana paprasti ir nebrangts. Jais gali
fermenty saveika su antibiotikais. Sie metodai gali bati ~ buti nustatomi ne tik beta laktamy grupés antibiotikai, bet
kiekybiniai, bet paprastai taikomi kaip kokybiniai. Fer- ir tetraciklinai bei sulfonamidai. Jy trikumas — ilga truk-
mentiniai metodai yra daug brangesni uz mikrobiologi- mé (2,5-4 h). Mikrobiologiniy metody principas — jautriy
nius ir nustato tas medZiagas, kurios imunologiskai rea-  antibiotikams bakterijy kultiiry, daZniausiai sporiniy, pvz.,
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Geobacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, naudo-
jimas. Kambario temperatiiroje sporos yra labai stabilios,
o inkubuojant optimalioje temperatiiroje jos sudygsta,
sunaudoja terpéje esantj cukry ir kaip metabolita i$skiria
rigsti, dél to kinta indikatoriaus spalva (Gaudin, Maris,
2001). Europoje placiausiai taikomas mikrobiologinis
antibiotiky nustatymo metodas su jautria kultira — Geo-
bacillus stearothermophilus, naudojant Delvotest prepara-
tus (DSM, Nyderlandai). Delvotest analogai yra Copan
(CMT) (http://www.chr-hansen.com), LPT' ir Mal-I’
testai. BRT testu nustatomi antibiotiky likuciai, mazesni
nei (EB) Nr. 2377/90 reglamentuojami DLK. Siuo meto-
du galima aptikti beta laktaminius antibiotikus (benzilpe-
nicilina, oksacilinag ir kloksacilina) bei sulfonamidus (su-
Ifatiazola ir sulfometazing) (Adriany et al., 1995).

Du mikrobiologiniai metodai — Delvotest SP-NT ir
Copan testas — palyginti norint juos iteisinti antimikrobi-
niy medziagy likuéiams piene nustatyti. IStirti deSimties
skirtingy antibiotiky likuciai. Tyrimai parodé, kad abu
metodai tinka penicilino, kloksacilino, sulfametazino,
cepfaleksino ir gentamicino likuciams piene nustatyti.
Siais metodais galima nustatyti ES reglamentuojamus
leistinus arba dar mazesnj minéty antibiotiky likuciy kie-
ki. Metodai negali buti jteisinti oksitetraciklino, dihidrost-
reptomicino, trimetoprimo ir cefkvinomo likuc¢iams nusta-
tyti (Le Breton et al., 2000).

Delvo-X-PRESS metodas (AOAC ELISA metodas)
taikomas beta laktaminiy antibiotiky likuciams Zaliame
piene nustatyti. Taikant modifikuota metodika ir nauja
franga, méginio tyrimas trunka 7 minutes (Keizer et al.,
1995). Delvo-X-PRESS yra spartusis receptoriy tyrimo
metodas. JAV maisto ir vaisty asociacija (Food and Drug
Association, FDA, JAV) reikalauja aptikti keturiy i§ SeSiy
beta laktamy — penicilino G, cefapirino, ceftiofuro, ampi-
cilino, amoksicilino ir kloksacilino — DLK. Delvo-X-
PRESS metodu aptinkami penki i$ $eSiy FDA reikalauja-
my beta laktamy (neaptinkamas tik kloksacilinas), ta¢iau
§is metodas atitinka ES reikalavimus dél DLK
(http://www.dsm-dairy.com). Delvo-X-PRESS metodas,
zinomas nuo 1995 m., Lietuvoje pradétas taikyti pries
12 mety.

Atlikti palyginamieji tyrimai beta laktaminj zieda tu-
rin¢iy antibiotiky likuc¢iams tirti taikant du metodus —
Delvotest-P ir Delvo-X-PRESS. Tyrimui panaudota 100
zalio pieno méginiy, kuriuose buvo nevienodas skirtingy
antibiotiky likuciy kiekis. Buvo lyginama aptikimo riba ir
antibiotiky DLK, reglamentuojamas Salyje. Visais atvejais
abu metodai atitiko arba vir§ijo deklaruojama metody
jautruma, i$skyrus Delvo-X-PRESS metodu aptikta klok-
sacilina. Sio antibiotiko leistinas kiekis — 30 ng/ml, o ap-
tikta tik 70 ng/ml, nors gamintojas deklaruoja 50 ng/ml.
Nebuvo klaidingai ,teigiamy“ ar ,neigiamy* meéginiy.
Abu metodus lengva taikyti, nors Delvo-X-PRESS reika-
lauja didesniy igtidziy. Dél neilgos tyrimo trukmés — Del-
vo-X-PRESS — 10 min, o Delvotest-P — 2,5 h — pirmasis

"IST 3381629-01:2000. Preparatas LPT inhibitoriams
piene nustatyti. Bendrieji reikalavimai.

*IST 1195612-102:2001. Preparatas Mal-1 inhibitoriams
piene nustatyti. Bendrieji reikalavimai.
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taikytinas superkamam pienui vertinti (Mitchell et al.,
1995).

Kita mokslininky grupé (Scannella et al., 1997) Del-
votest-P ir Delvo-X-PRESS metodais iStyré 500 zalio pie-
no méginiy. 499 méginiy rezultatai sutapo tiriant abiem
metodais. Vienas meéginys buvo priskirtas prie teigiamy
tiriant Delvo-X-PRESS metodu, o Delvotest-P metodu —
prie neigiamy. Rezultatai parodé, kad Delvo-X-Press me-
todas tinka beta laktamams Zaliame piene aptikti.

Komerciniai antibakteriniy medziagy likuciy nustaty-
mo fermentiniai tyrimo metodai skiriasi savo mechaniz-
mais ir spalvinémis reakcijomis, bet dazniausiai bendras
pozymis yra imunologiné susijungimo reakcija ir spalvos
pokytis. Taciau yra dvi iSimtys. Penzym (UCB Biopro-
ducts’), vienas i§ pirmyjy 1980 m. pradzioje sukurty fer-
mentiniy testy beta laktaminiams antibiotikams aptikti,
vietoj imuninés reakcijos naudoja fermento stabdymo
reakcija, ir vizualiai tai matyti pagal spalvos pokyti.
Charm II (Charm Sciences Inc, JAV) (http://www.
charm.com) — véliau sukurtas testas, kuriuo galima aptikti
septynias antibakteriniy medziagy liku¢iy grupes. Jam
naudojama imuniné antibakterinés medziagos ir bakterijos
receptoriaus sujungimo reakcija. Sis kompleksas stebimas
vietoj fermento reakcijos naudojant zemo daznio *H arba
'C radioizotopus. Visai neseniai pasirodé dar paprastesni
receptoriy pagrindu sukurti testai, tokie kaip SNAP
(IDEXX Laboratories, Inc, JAV, 2001), f-STAR (UCB
Bioproducts, Belgija, 2003), ROSA (Charm Sciences Inc,
JAV) (http://www.charm.com) ir Twinsensor” (Unisen-
sor, Belgija) (http://www.twinsensor.com). Penzym,
P-STAR, ROSA ir SNAP testams atlikti sékmingai panau-
doti beta laktamams specifiniai receptoriy baltymai arba
penicilinus jungiantys baltymai (1 lentelé).

Lyginant keturis metodus — Penzym S, Delvo-X-
PRESS [-lactam 11, Delvo-SP ir difuzijos testus — istirta
218 pieno méginiy, atrinkty skirtingose gamybos grandy-
se — tkiuose, supirkimo punktuose, pieninése ir rinkoje.
Visy metody jautrumas aptinkant peniciling G, ampiciling
ir amoksiciling atitiko reikalaujama jautrumo lygi, i$sky-
rus difuzijos testa ir Delvo-X-PRESS metoda, kuriy jaut-
rumas buvo nepakankamas kloksacilinui aptikti (Petrovic
et al., 2008).

Paprastai antibiotiky likuciai piene nustatomi dviem
etapais: rii§iavimo metodu aptinkami ,teigiami“ pieno
méginiai (kuriuose rasta inhibitoriy), toliau méginiai pat-
virtinami tikslesniais metodais. Patvirtinti galima efekty-
viosios skysciy chromatografijos metodu ir UV detekto-
riumi. Taip identifikuojamos méginyje esancios antibioti-
ku molekulés ir ju kiekis (Ghidini et al., 2002). Siu meto-
dy jautrumas ir selektyvumas gana Zemas. Juos pagerinti
galima keliais gryninimo etapais (Faria Reyes et al.,
2000).

Siuo metu yra didelé antibakteriniy medziagy likuéiy
piene nustatymo metody pasitila, todél pagristai kyla
klausimas, kurie jy patikimiausi. ES reglamentuojamy
DLK antibakteriniy preparaty sarasas vis labiau plecia-
mas. Tiekéjai turi garantuoti, kad jy pristatomas pienas
neuzterStas né vienos i§ reglamentuojamy antibakteriniy

? Dabar Nitrogen corporation.
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medziagy likuciais arba likuéiai nevirSija DLK riby. Dau-
gelis sitilomy metody negali garantuoti visy $iy medziagy
nustatymo normy. Nors dazniausiai veterinarijos praktiko-

je naudojami beta laktaminés grupés antibiotikai, gali buti
aptinkami ir sulfonamidai, tetraciklinai bei kitos medzia-
g0s.

1 lentelé. Inhibitoriams Zalio pieno méginiuose nustatyti naudojamy sparciyju testy charakteristika

Testas Firma gamintoja Metodo veikimo principas Aptinkami inhibitoriai
Imuninio-receptoriy tyrimo meto- aPIenr;licclilllir;a;sC(}) 8’0040i;/)1’1(1)104 ug/ml
das, pagristas laisvy beta laktamy e
Delvo-X- DSM, ; X . . amoksicilinas 0,004 pg/ml
PRESS Nyderlandai E?j;ljzi‘}ferio rZ‘;Zf;t)"“a“:usi(iff’fi‘s kloksacilinas 0,030-0,060 pg/ml
reakciia P Jung oksacilinas 0,025-0,050 pg/ml
! ir kiti beta laktamai
Pagal naudojimo instrukcija, pridedama
Fermentinis metodas. Naudojamas gamintojo:
Nitrooen corpo- fermentas DD-karboksipeptidaze, Penzym 0,017 TV/ml;
Penzvm a tiof buvug hidrolizuojanti R-D-Ala-D-Ala tipo | Penzym S, penicilinas G
Penzy m, g UCB 1.;31'0 o- sintetinius substratus ir greitai rea- 0,005-0,006 TV/ml.
Yy ducts Be]l) o guojanti su beta laktaminj Zieda tu- | Pagal gamintojo deklaruojamus aptin-
- Beigy rin¢iais antibiotikais, sudarydama kamus kiekius:
pastovy kompleksa Penzym 0,004-0,006 pg/ml;
Penzym S 0,002—0,004 pg/ml
Imuninio-receptoriy tyrimo meto-
. das, pagristas specifine beta lakta-
f’\ZZOO;lg Cbuvasi | Mini zieda turingiy antibiotikure- | Ll o0 00n 0 000 Tyl i
P-STAR UCB Biopro- | CePoriaus, susijungusio suaukso | cpon 1ot iaminiai antibiotikai
ducts Be]l) o dalelémis, ir beta laktaminj zieda
» BEIgl turin€iy antibiotiky, esanc¢iy piene,
saveika
Imunofermentinis metodas, pagris- o
tas tuo, kad naudojamas konjugatas Er?lmicclillli?lfsc(}) 860404 ljiﬁni;moksicilinas
IDEXX Labora- | (@ntibiotikus jungiantys receptoriniai | (- 5 T KR o Rl
SNAP . baltymai, konjuguoti su fermentu — 0T Hem’, P ’ ug/mi,
tories, Inc, JAV krieny peroksidaze), kuris prijungia ceftiofuras 0,006 pg/ml, kloksacilinas
piene esancius tiriamus antibiotikus, g’g; Sug/rzi;ldlkloksacﬂlnas
sudarydamas stabilius kompleksus ’ HE
Penicilinas G 0,004 pg/ml,
Charm Sciences Imuninio-receptoriy tyrimo amoksicilinas, ampicilinas, cefazolinas,
ROSA TAV > | metodas, pagristas konkurentine ceftiofuras, cefchinomas, cefaloniumas,
receptorine reakcija cefapirinas, kloksacilinas,
dikloksacilinas, oksacilinas, nafcilinas
Imuninio-receptoriy tyrimo meto- . o
das, pagristas sppec;lﬁ‘g; beta lakta- Benzilpenicilinas 0,002—0,003 pg/ml
minj Zieda turingiy antibiotiky re- | 2moksicilinas 0,003-0,005 pg/ml
. T Unisensor, L zleda turinciy ant 4 ampicilinas 0,003—0,005 pg/ml
Twinsensor” Belwiia ceptoriaus, susijungusio su aukso chlortetraciklinas 25-30 we/ml
gy dalelémis, ir beta laktaminj zieda oksitetraciklinas 3040 K %ml
turin¢iy antibiotiky, esanciy piene, o HE
saveika tetraciklinas 0,040-0,050 pg/ml

Kauno technologijos universiteto Maisto institute an-
tibakteriniy medziagy grupés zaliame karviy piene nusta-
tytos mikrobiologiniais metodais (Zvirdauskiené¢ ir kt.,
2004): is 10 000 zalio pieno méginiy 0,8 proc. rasta su
inhibitoriy liku¢iais. Didziausia dali (86 proc.) sudaré pe-
niciliny grupés antibiotiky likuciais uzterSti méginiai. Te-
traciklino, sulfonamidy, aminoglikozidy ir makrolidy liku-
Clais uzterSti méginiai sudaré atitinkamai 24, 55, 34 ir
19 proc. ,teigiamy“ méginiy. Daugelis pieno méginiy bu-
vo uZztersti keleto inhibitoriy grupiy likuciais. Kadangi ne
tik Lietuvoje, bet ir daugelyje kity Saliy didziaja dali mégi-
niy su inhibitoriais sudaro peniciliny grupés likuciais uz-
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terSti pieno méginiai, daugiausia metody taikoma biitent
beta laktaminés grupés antibiotikams (penicilinams) nu-
statyti.

Sparciai inhibitoriy liku¢iams Zaliame piene nustatyti
Lietuvoje iki Siol placiausiai buvo taikomi du spartieji
metodai — Delvo-X-PRESS ir Penzym. Abu jie skirti beta
laktamy likuc¢iams Zaliame piene nustatyti, taciau pavyko
rasti tik vieng literatiiros Saltini, kuriame biity juy palygi-
nimo duomenys (Petrovi¢ et al., 2008). Norint iteisinti
Delvo-X-PRESS metoda, kad biity galima jj taikyti super-
kant pieng (t.y. itraukti Delvo-X-PRESS metoda i Pieno
supirkimo taisykles bei Zalio pieno pirminiy rodikliy jver-
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tinimo instrukcijq), buvo bitina atlikti palyginamaji Sio
metodo jvertinima su ES placiausiai taikomu mikrobiolo-
giniu (su G. stearothermophilus kultiros sporomis) bei
Penzym metodu.

Darbo tikslas — atlikti Delvo-X-PRESS metodo inhibi-
toriams zaliame piene nustatyti palyginamaji ivertinima
su pamatiniu mikrobiologiniu metodu ir placiausiai tai-
komu fermentiniu metodu.

Medziagos ir metodai. Darbas atliktas KTU MI Mik-
robiologijos laboratorijoje. Tyrimo objektai — Zalias pie-
nas, sterilizuotas pienas ,,Marge® ir antibiotiky piene tir-
palai. Zalio pieno méginiai gauti i§ pieno perdirbimo
imoniy ir VI ,,Pieno tyrimai“. Sterilizuotas pienas ,,Mar-
g¢&“ isigytas prekybos tinkle.

Antibiotiky tirpaly pirmieji skiediniai ruosti steriliame
distiliuotame vandenyje, pora paskutiniyju skiediniy —
piene, regeneruotame i§ sauso nugriebto pieno milteliy
(10 proc. tirpale). Skiediniams ruosti buvo naudojami
Merck  firmos pieno milteliai be  inhibitoriy,
kat. Nr. 1.15363.

Delvo-X-Press metodas, naudojant zalio pieno meégi-
nius, buvo lyginamas su Penzym, Penzym S ir Delvotest-
SP-NT (ES pamatinio metodo® analogas) testais
(http://www.dsm-dairy.com). Panaudoti Delvo-X-Press,
Delvotest-SP-NT, Penzym ir Penzym S preparatai (pagal
gamintojy instrukcijas) ir antibiotiky etalonai: penicilinas
G, ampicilinas, oksacilinas — Fluka (bioChemika) firmos,
amoksicilinas ir penicilinazé — SIGMA firmos; p-
aminobenzenkarboksirtigstis — Merck firmos.

Kokybiniam dvieju testy palyginimui taikytas Mac-
Nemars testas (Guideline No. 29.2001).

Tyrimy kartotinumas — du fermentiniams ir trys mik-
robiologiniams testams.

Tyrimo rezultatai.

1. Delvo-X-PRESS metodo jautrumo nustatymas

Kadangi Delvo-X-PRESS metodas jautrus tik beta lak-
taminiams antibiotikams, jautrumas patikrintas keturiais
Sios grupés antibiotikais. I§ fermentiniy ir imuninio arba
receptoriy tyrimo metody Lietuvoje placiausiai taikomas
Penzym, todél kartu pateikiami Sio metodo ir mikrobiolo-
ginio metodo jautrumo patikrinimo rezultatai.

Buvo pagaminti penicilino G, ampicilino, amoksicili-
no ir oksacilino tirpalai, kuriy koncentracijos parinktos
pagal vertinty metody jautrumo ribas, deklaruojamas ga-
mintojuy.

Delvo-X-PRESS metodo beta laktamy nustatymo ri-
bos: 0,002-0,004 pg/ml penicilino G; 0,004 pg/ml ampi-
cilino; 0,004 pg/ml amoksicilino; 0,025-0,050 pg/ml ok-
sacilino piene.

Delvotest SP-NT metodo beta laktamy nustatymo ri-
bos: 0,0025 pg/ml penicilino G; 0,003—0,005 pg/ml am-
picilino; 0,003-0,005 pg/ml amoksicilino; 0,010 pg/ml
oksacilino piene.

Penzym ir Penzym S metodo beta laktamy nustatymo
ribos — atitinkamai 0,004-0,006 pg/ml penicilino G ir
0,002-0,004 pg/ml penicilino G. Penzym preparato rinki-

* ISO/TS 26844:2006[IDF/RM 215:2006 Milk and milk
products — Determination of antimicrobial residues —Tube
diffusion test.
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nyje yra gamintojo idéta spalvy skalé ir naudojimo inst-
rukcija. Spalvy skaléje nurodytos spalvos, atitinkancios
0,000 TV/ml; 0,008 TV/ml ir 0,017 TV/ml. Pagal instruk-
cija 0,000 TV/ml skalés spalva (rausvai oranziné) i$ tikry-
ju budinga méginiams, kuriuose randama maziau kaip
0,005 TV/ml penicilino. Kadangi 0,004 pg/ml penicilino
atitinka 0,0067 TV/ml penicilino, galima teigti, kad meto-
das atitinka ES reglamentuojama penicilino DLK. Tyrimo
rezultatai pateikti 2 lenteléje.

Tyrimy rezultatai parodé, kad Delvo-X-PRESS, Pen-
zym ir Penzym S bei mikrobiologinio metodo Delvotest-
SP-NT jautrumas keturiems beta laktaminj zieda turin-
tiems antibiotikams — penicilinui, ampicilinui, amoksicili-
nui ir oksacilinui — atitiko firmy-gamintojy nurodyta jaut-
ruma.

2. Metody palyginimas naudojant Zalio ir sterili-
zuoto pieno méginius

Delvo-X-PRESS metodo palyginamasis jvertinimas su
kitais inhibitoriy nustatymo testais buvo atliktas naudo-
jant zalio ir sterilizuoto pieno méginius. Istirta 112 zalio ir
10 sterilizuoto pieno méginiy. Pieno perdirbimo imoniy
buvo prasoma atrinkti ,teigiamus* Zalio pieno méginius,
t. y. su inhibitoriais (imonés taiké Delvo-X-PRESS meto-
da), ir iki iSvezant | instituta laikyti minus 18°C tempera-
tiroje. Zalio pieno méginiai, gauti i§ pieno perdirbimo
imoniy, iki tyrimo buvo laikomi uzsaldyti minus 18°C
temperatiiroje. Prie§ tyrima méginiai atSildyti 20°C tem-
peratiros vandens voneléje. I§ VI ,,Pieno tyrimai“ buvo
gauta 50 ,.teigiamy“ Zalio pieno méginiy, atrinkty imonéje
LPT metodu (Delvotest SP-NT analogas). KTU MI meégi-
niai buvo laikomi 2—4°C temperattiroje iki tyrimo, t.y.
nebuvo uzsaldyti. Kiekvienas meéginys buvo tiriamas vi-
sais metodais ta pacia diena. Kai kuriy méginiy likuciai
po tyrimo uzsaldyti ir toliau laikyti minus 18°C tempera-
tiroje tolesniam tyrimui. Tyrimy rezultatai, sugrupuoti
pagal vienodus tyrimy rezultatus, pateikti 3 lenteléje.

IS 4 lentelés duomeny matyti, kad rasta ,teigiamy*
méginiy: tirty Delvotest-SP-NT metodu — 53,3 proc. i§
122 pieno méginiy; Delvo-X-Press metodu — 48,4 proc. i$
122 méginiy; Penzym metodu — 75,4 proc. i§ 57 méginiy;
Penzym S metodu — 83,6 proc. i§ 122 pieno méginiy.

57 pieno méginiy, kurie buvo tirti ir Penzym, ir Pen-
zym S metodais, rezultatai sutapo 100 proc. Ta galima
paaiskinti minétu panasiu §iy metody jautrumu.

Buvo méginiy, kuriuose antibakterinés medziagos ras-
tos tik Penzym ir Penzym S metodu, ir tokiy méginiy, ku-
riuose antibakterinés medziagos rastos Delvotest-SP-NT ir
Penzym S metodu, o Delvo-X-PRESS metodu — nerastos.
Kadangi Penzym ir Penzym S metodai skirti tik beta lak-
taminiams antibiotikams aptikti, | ,,teigiamus® pieno mé-
ginius buvo jpilta fermento penicilinazés tirpalo gali-
miems beta laktaminiams antibiotikams suskaidyti. Ant-
roji kontrolé — regeneruotas Merck pienas be inhibitoriy, |
kurj specialiai jpilta penicilino 0,008 ug/ml pieno, buvo
paruosta tam, kad biity galima jsitikinti, jog penicilinazé
yra veikli (4 lentele).
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2 lentelé. Delvo-X-PRESS, Delvotest SP-NT ir Penzym metody jautrumo patikrinimas

ES nustatyti | Tiriama kon- Delvotest
.. .. Delvo-X- SP-NT
Méginys DLK*, centracija, krobiol Penzym Penzym S
Jml wg/mi Press (mi robiolo-
He ginis)
1 kontrolinis méginys
(regeneruotas Merck - - - - - -
pienas) be inhibitoriy
2 kontrolinis méginys
(regeneruotas i$ sauso - - - - - -
DSM)
0,001 - - - -
o 0,002 - + — —
Penicilinas G 0,004 0.003 n i _ n
0,004 + + + +
0,003 - + + +
- 0,004 + + + +
Ampicilinas 0,004 0,005 n n n n
0,006 + + + +
0,003 + + +
L 0,004 - + + +
Amoksicilinas 0,004 0.005 n . n n
0,006 + + + +
0,02 - + -
.- 0,025 + + — +
Oksacilinas 0,030 0,04 n i n n
0,05 + + + +
T — antibiotiky rasta; ,,— — antibiotiky nerasta; *zr. [7]
3 lentelé. Inhibitoriy piene nustatymo keturiais metodais rezultatai
Metodo pavadinimas
Meginys Delvo-X-Press De.lvote‘st-SP.- NT Penzym Penzym S
(mikrobiologinis)
1-34 + + X +
35-40 — — X —
41-64 - X *
65 - + X +
6689 + + + +
90-102 — — — -
103-107 — + + +
108-120 — — + +
121 + - + +
122 — + - -

T antibakteriniy medziagy rasta; ,,— antibakteriniy medziagy nerasta; ,,x“ tyrimai nedaryti

Pieno méginiy Nr. 66, 70 ir 75, apdoroty penicilinaze,
tyrimas parodé, kad Penzym ir Penzym S metodai galéjo
rodyti klaidingus ,,teigiamus* rezultatus, nes po apdoro-
jimo Delvo-X-PRESS ir Delvotest-SP-NT metodai rodé,
kad antibakteriniy medziagy nerasta. Sunku paaiskinti
méginiy Nr. 103, 106 ir 107 ,teigiamus* rezultatus iki ir
po apdorojimo penicilinaze. Méginiy apdorojimas p-
aminobenzenkarboksiriig§timi parodé, kad tai néra sulfa-
midy likuéiai, nes Delvotest-SP-NT, Penzym ir Penzym S
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metodai vis tiek rodé, kad antibakteriniy medziagy rasta.
Delvotest-SP-NT metodas yra plataus spektro, todeél jis
galéjo rodyti, pavyzdziui, tetraciklino ar eritromicino li-
kucius, kuriy negalima aptikti Delvo-X-PRESS metodu.
Veikiausiai Penzym bei Penzym S metodai ir §iuo atveju
galéjo rodyti klaidingus ,.teigiamus® rezultatus.

Metody palyginimo rezultatai apdoroti MacNemars
metodu. Skirtumai rasti tarp visy palyginty metody
(5 lentelg).



ISSN 1392-2130. VETERINARIJA IR ZOOTECHNIKA (Vet Med Zoot). T. 45 (67). 2009

4 lentelé. Beta laktaminj Zieda turinéiy antibiotiky pieno méginiuose, kuriuose rasta antibakteriniy medziagy,

patikrinimas
Inhibitoriy nustatymo rezultatai Inhibitoriy nustatymo rezultatai
Meéginio pries idedant penicilinazés 1déjus penicilinazés
Nr. Delvo-X- | Delvotest- Penz P S Delvo-X- | Delvotest- P P S
PRESS | SP-NT Y| renam PRES SP-NT enzym | “enzym
K, - — - -
K;+0,008
pg/ml + + + + - - - -
penicilino
108" - - + + - - + +
109 - - + + - - + +
119 - - + + - - + +
103 - + + + - + + +
106 - + + + - + + +
107 - + + + - + + +
66 + + + + - - + +
70 + + + + - - + +
75 + + + + - - + +

regeneruotas Merck pienas be inhibitoriy; §io pieno méginio ir kity pieno méginiy numeriai atitinka jy numerius 3

lenteléje;
~—  antibakteriniy medziagy nerasta;
T antibakteriniy medziagy rasta

5 lentelé. Delvo-X-PRESS palyginimo su kitais metodais rezultatai, apdorojus MacNemars metodu

Lyginti metodai

Meéginiy skaicius

Sutapusiy méginiy ty-
rimo rezultaty skaicius
(proc.) nuo bendro i8-
tirty méginiy skaiciaus

Skirtumas tarp metody

Delvo-X-PRESS ir Delvotest-SP-NT 122 94,3 Rastas
Delvo-X-PRESS ir Penzym 57 68,4 Rastas
Delvo-X-PRESS ir Penzym S 122 64,8 Rastas
Penzym ir Delvotest-SP-NT 57 73,7 Rastas
Penzym S ir Delvotest-SP-NT 122 68,0 Rastas

Aptarimas ir iSvados. V] ,Pieno tyrimai“ 2005-
2007 m. duomenimis (http://www.pieno-tyrimai.lt), vidu-
tinis ,,teigiamy* zalio pieno meéginiy (kuriuose rasta inhi-
bitoriy) skai€ius per metus buvo apie 0,5 proc. Miisy ty-
rimai atlikti daugiausia naudojant ,teigiamus* méginius,
todél metody sutapimo rezultatai buvo perskaiciuoti pagal
bendra Lietuvoje iStirty Zalio pieno méginiy skai¢iy. Lai-
kyta, kad 99,5 proc. ,,neigiamy* méginiy (kuriuose inhibi-
toriy nerasta) visais metodais atlikty tyrimy rezultatai
sutapo. PerskaiCiuoti rezultatai sutapo taip: Delvo-X-
PRESS ir Delvotest-SP-NT — 99,97 proc.; Penzym ir Del-
votest-SP-NT — 99,87 proc.; Penzym S ir Delvotest-SP-NT
— 99,84 proc.; Delvo-X-PRESS ir Penzym — 99,84 proc.;
Delvo-X-PRESS ir Penzym S — 99,82 proc. atveju.

Norint sparciai nustatyti penicilino grupés antibioti-
kus, galima toliau taikyti Salyje placiausiai paplitusius
metodus — Delvo-X-PRESS ir Penzym (ar Penzym S). Per-
skaiCiavus §iy metody palyginimo rezultatus nuo bendro
iStirty zalio pieno méginiy skaiciaus, rezultatai sutapo:
Delvo-X-PRESS ir Penzym — 99,84 proc.; Delvo-X-PRESS
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ir Penzym S — 99,82 proc. atvejuy. Lyginant su pamatiniu
metodu, Delvo-X-PRESS, Penzym ir Penzym S rezultatai,
perskaiciuoti nuo bendro Lietuvoje iStirty meéginiy skai-
Ciaus, sutapo atitinkamai 99,97; 99,87 ir 99,84 proc. atve-
.

Norint sparciai nustatyti antibiotikus, galima taikyti
tiek Penzym, tiek Penzym S metoda, nes ju abiejy jautru-
mas atitinka ES reikalavimus. Tq patvirtino Zalio pieno
méginiy tyrimy, atlikty Penzym ir Penzym S metodais,
rezultatai, sutapg 100 proc.

Delvo-X-PRESS metodas jtrauktas { Zalio pieno pir-
miniy kokybés rodikliy ivertinimo instrukcijq, patvirtinta
Lietuvos Respublikos zemés iikio ministro.

Apibendring tyrimy duomenis, darome Sias i§vadas:

1. Delvo-X-PRESS, Penzym, Penzym S ir pamatinio
metodo analogo Delvotest-SP-NT jautrumas keturiems
beta laktamini zieda turintiems antibiotikams (penicilinui,
ampicilinui, amoksicilinui, oksacilinui) atitinka firmy-
gamintojy nurodyta jautruma.
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2. Lyginant spar¢iuosius metodus su mikrobiologiniu
metodu Delvotest-SP-NT (su jautrios kultiiros Geobacillus
stearothermophilus sporomis) inhibitoriams pieno mégi-
niuose nustatyti, sutapo tiek istirty méginiy rezultaty:
Delvo-X-PRESS ir Delvotest-SP-NT — 94,3 proc.; Penzym
ir Delvotest-SP-NT — 73,7 proc.; Penzym S ir Delvotest-
SP-NT - 68,0 proc.

3. Rezultatai, gauti Penzym ir Penzym S metodais, la-
bai panasus tikriausiai dél artimy Siy metody jautrumo
riby (atitinkamai 0,004-0,006 pg/ml ir 0,002-0,004
pg/ml). 57 pieno méginiy, kurie buvo tirti abiem minétais
metodais, rezultatai sutapo 100 proc.

4. Lyginant du placiausiai Lietuvoje taikomus spar-
Ciuosius metodus — Delvo-X-PRESS ir Penzym bei jaut-
resnj $io metodo varianta Penzym S — inhibitoriams pieno
méginiuose nustatyti, sutapo tiek iStirty méginiy rezultaty:
Delvo-X-PRESS ir Penzym — 68,4 proc.; Delvo-X-PRESS
ir Penzym S — 64,8 proc.

5. Pieno méginiy, kurivose antibakterinés medziagos
rastos tik Penzym ir Penzym S metodais, bei tokiy mégi-
niy, kuriuose antibakterinés medziagos rastos Delvotest-
SP-NT ir Penzym bei Penzym S metodais, patikrinimas
apdorojus penicilinaze ir p-aminobenzenkarboksirtigstimi
parodé, kad Penzym ir Penzym S metodais galéjo buti
gauti klaidingi teigiami rezultatai (apdorotuose penicili-
naze méginiuose beta laktaminj ziedg turinéiy antibiotiky
liku¢iuy Delvotest-SP-NT metodas neberodé).

Literatiira

Adriany A., Mértlbauer, E., Zaadhof K.-J. A modified
Brilliant Black-Reduction Test (BRT) with improved
sensitivity for Tetracyclines and Sulfonamides. Pro-
ceedings of Symposium on Residues of antimicrobial
drugs and other inhibitors in milk. Kiel, Germany, 28—
31 August, 1995. P. 172-176.

Antibiotic Test Kit brochure — 4th ed. / Nov2003/1:17.

Antibiotic tests — [zitréta 2008-01-04] — Internete:
http://www.charm.com.

Beta Lactam Test Kit (penicillin G). SNAP. IDEXX
laboratories, USA, 2001. Firmos prospektas.

CMT - Copan Milk Test for the detection of antibiot-
ics and sulphonamides in milk and milk products.
Firmos prospektas.

Copan Test Kits, BetaStar and Penzym Test Kits —
[ziuréta 2008-01-04] — Internete: http:/www.chr-
hansen.com.

Council Regulation (EEC) No 2377/90 of 26 June
1990 laying down Community procedure for the es-
tablishment of maximum residue limits of veterinary
medicinal products in foodstuffs of animal origin //
Official J. of European Community. 1990. No. L224.
P. 1-8.

Delvotest. Standard diffusion tests for the detection on
antibacterial substances in milk. Firmos prospektas.

79

9. DSM Food Specialties — Dairy. Tests — [zitiréta 2008-
01-04] — Internete: http://www.dsm-dairy.com.

10. Faria Reyes J. F., Allara Cagnasso M. G., Arenas de
Moreno L., Marques Salas E., Reyes J. F. F., Salas E.
M. Extraction and quantification of penicillin G in raw
milk by high performance liquid chromatography
(HPLC). Rievista Cientifica, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad de Zulia. 2000. Vol. 10. P.
212-221.

11. Gaudin V., Maris P. Development of a biosensor-
based immunoassay for screening of chloramphenicol
residues in milk // Food and Agricultural Immunol-

ogy. 2001. Vol. 13, No. 2. P. 77-86.

12. Ghidini S., Zanardi E., Varisco G., Chizzolini R.
Prevalence of molecules of B-lactam antibiotics in bo-
vine milk in Lombardia and Emilia Romagna (Italy).
Ann. Fac. Medic.Vet. di Parma. 2002. Vol. XXII. P.
245-252.

13. Guidelines for Establishing the Suitability of Food
Microbiology Methods. Ed. By C. L. Baylis, K.
Jewell, C. A. Oscroft and F. L. Brookes. Guideline
No. 29.2001.

14.Keizer G. D., Blankwater Y. J., Kerkhof J. H. P. M.,
van Paridon P. A. Delvo-X-Press: detection of p-
lactam residues in 7 minutes. Proc. of Symposium on
Residues of antimicrobial drugs and other inhibitors in
milk. Kiel, Germany, 1995. P. 244-246.

Le Breton M.-H., Savoy-Per M.-C., Diserens J.-M.
Validation and comparison of the Copan milk test and
Delvotest SP-NT for the detection of antimicrobials in
milk. 2000. Analytica Chimica Acta. Vol. 586. No. 1—-
2. P.280-283.

16. Mitchell M., Bodkin B., Martin J. Detection of beta-
lactam antibiotics in bulk tank milk. Journal of Food
Protection. 1995. Vol. 58, No. 5. P. 577-588.

15.

17. Penzym. General information. Enzymatic assay of f-
lactam antibiotics in milk. Firmos prospektas. UCB-
Bioproducts, Belgija.

18. Petrovi¢ J. M., Kati¢ V. R., Bugarski D. D. Compara-
tive examination of the analysis of B-lactam antibiotic
residues in milk by enzyme, receptor enzyme, and in-
hibition procedures. Food Analytical Methods. 2008.
Vol. 1, No. 2. P. 119-125.

19. Rapid Test for Antibiotic residues in milk. Twinsen-
sorBT [ziuréta  2008-01-04] Internete:
http://www.twinsensor.com/bt.php.

20. Scannella D., Neaves P., Keedy K., Bell C. An evalua-
tion of the Delvo X-Press PL test for detecting B-

lactams in ex-farm raw milks. International Dairy
Journal. 1997. Vol. 7, No. 1. P. 93-96.

21. Statistika. Inhibitorinés medziagos — [ziGréta 2008-01-
04] — Internete: http://www.pieno-tyrimai.lt./.



ISSN 1392-2130. VETERINARIJA IR ZOOTECHNIKA (Vet Med Zoot). T. 45 (67). 2009

22. Zvirdauskiené R., Salomskiené J., Urbgiené L. Inhibi-
toriy grupiy nustatymas zaliame karviy piene mikro-
biologiniais metodais. Maisto chemija ir technologija:
KTU MI mokslo darbai. 2004. T. 38, Nr. 2. P. 55-61.

Gauta 2008 06 26
Priimta publikuoti 2009 03 07

80



