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UPOREDNO ISPITIVANJE REZIDUA ANTIBIOTIKA U
MLEKU ENZIMSKOM I MIKROBIOLO[KIM METODAMA*

COMPARATIVE ANALYSIS OF ANTIBIOTIC RESIDUE IN MILK

USING ENZYME AND MICROBIOLOGICAL METHODS

Jelena Petrovi}, Vera Kati} **

Rezidue antibiotika mogu {tetno da deluju i na zdravlje ljudi i ome-
taju preradu mleka u proizvode. Da bi se spre~ili ovi nepo`eljni efekti
rezidua, danas se koriste razli~ite skrining metode. Osnovni zadatak
ovoga rada je pore|enje skrining metoda prilikom ispitivanja mleka sa
razli~itih mesta u lancu proizvodnje. U radu smo uporedo ispitali tri
skrining metode: mikrobiolo{ke metode Delvo SP test i Difuzionu me-
todu sa B. stearothermophilus kao test mikroorganizmom i enzimsku
metodu Penzym S test. Ispitano je 20 uzoraka mleka iz sabirnih tankova
sa farme, 20 uzoraka mleka iz transportnih cisterni, 10 uzoraka pasteri-
zovanog mleka i 10 uzoraka sterilizovanog mleka iz prometa. Na osno-
vu uporednih ispitivanja Difuzione metode, Delvo SP testa i Penzym S
testa zaklju~ujemo da su sve tri metode u visokoj me|usobnoj saglas-
nosti (kappa vrednost se kre}e od skoro idealne podudarnosti do ide-
alne podudarnosti) i time ispunjavaju jedan od kriterijuma za uklju~i-
vanje u sistematsku kontrolu mleka na prisustvo rezidua antibiotika.

Klju~ne re~i: mleko, rezidue, antibiotici, Difuziona metoda, Delvo SP
test, Penzym S test

Beta laktamski antibiotici se {iroko koriste u terapiji i profilaksi obolje-
nja mle~nih goveda, pre svega mastitisa, pa stoga ova grupa antibiotika predstav-
lja naj~e{}u vrstu rezidua koja mo`e da se na|e u mleku Š1¹. Rezidue veterinar-
skih lekova obuhvataju izvorni lek i/ili njegove metabolite u bilo kom jestivom delu
`ivotinjskog proizvoda Š2¹. Rezidue veterinarskih lekova u sirovom mleku su
posledica izlu~ivanja, a u mleku za javnu potro{nju posledica su: nepo{tovanja
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karence, predoziranja, nestru~ne primene lekova, odsustva ili neadekvatne kon-
trole.

Rezidue antibiotika i sulfonamida u mleku mogu {tetno da uti~u na
zdravlje ljudi uzrokuju}i alergijske reakcije Š3¹, rezistenciju patogenih mikroor-
ganizama Š4¹ i redukciju normalne mikroflore u organizmu Š5¹. Pored toga,
rezidue antibiotika nepovoljno uti~u i na tehnolo{ke procese pri preradi mleka Š6¹.
Da bi se spre~ili nepo`eljni efekti rezidua, u svetu se primenjuju razli~iti postupci
kontrole, koji obuhvataju kontrolu proizvodnje, distribucije i upotrebe lekova,
odre|ivanje nivoa rezidue koji uti~e na zdravlje ljudi i razvijanje metoda za ot-
krivanje te koli~ine. Danas se za dokazivanje rezidua antibiotika i sulfonamida u
mleku koriste kvalitativne (mikrobiolo{ke, enzimske, receptor enzimske i imu-
nolo{ke) i kvantitativne metode (HPLC, spektrofotometrijske i masenospektrofo-
tometrijske). Kvantitativne metode daju podatke o vrsti i koli~ini prisutne rezidue,
me|utim, ove metode dugo traju, za njihovo izvo|enje je potrebna skupa oprema
i obu~en kadar.

U sistematskoj kontroli antibiotika, za ispitivanje i selekciju velikog
broja uzoraka, koriste se skrining metode. Uzorci koji su pozitivni ili sumnjivi na
prisustvo antibiotika dalje se ispituju nekom od metoda za identifikaciju i kvanti-
fikaciju rezidua. Za identifikaciju se koriste imunolo{ki, enzimski, receptor-vezu-
ju}i ili modifikovani mikrobiolo{ki testovi inhibicije, a za kvantifikaciju rezidua se
koriste HPLC, GC i GC/MC. Pored brzine dobijanja rezultata i jednostavnosti pos-
tupka, kriterijum za izbor skrining metoda, koje bi bile uklju~ene u sistematsku
kontrolu rezidua je i me|usobna saglasnost dobijenih rezultata.

Cilj rada je da se primenom razli~itih skrining metoda uporedo ispita
prisustvo rezidua antibiotika u uzorcima mleka iz razli~itih faza proizvodnog lanca
(od sirovine do gotovog proizvoda).

Izabrane su tri skrining metode koje se naj~e{}e koriste u praksi. Mik-
robiolo{ke inhibitorne metode: Delvo SP test i Difuziona metoda sa B. stearother-
mophilus i enzimska metoda Penzym S test.

Ispitano je 20 uzoraka mleka iz sabirnih tankova sa farme, 20 uzoraka
mleka sa linija (mleko iz transportnih cisterni sa linija dovoza) u mlekari, 10 uzo-
raka pasterizovanog mleka i 10 uzoraka sterilizovanog mleka iz prometa. Dokazi-
vanje rezidua antibiotika Difuzionom metodom, sa B. stearothermophilus kao test
mikroorganizmom, ra|eno je metodom po Galeslootu i Hassingu Š7¹. Metoda je
modifikovana u smislu pove}anja temperature inkubacije sa 55oC na 63oC. Delvo
SP test i Penzym S test su izvo|eni prema uputstvu proizvo|a~a. Proizvo|a~
Delvo SP testa je Gist-Brocades N.V. Delft, Holandija, a proizvo|a~ Penzym S
testa je UCB-Bioproducts S.A., Belgija.
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Statisti~ke metode. Saglasnost testova je pore|ena pomo}u kappa
vrednosti Š8¹. Kappa vrednost se kre}e u intervalu od 0 (podudarnost je jednaka
onoj koja bi se o~ekivala pri slu~ajnoj podudarnosti testova) do 1 (potpuna podu-
darnost). Uobi~ajeno se uzima da je idealna podudarnost ako je vrednost kappa
>0.81, skoro idealna podudarnost je za raspon 0.61 - 0.80, prili~na podudarnost
0.41 - 0.60, srednja podudarnost 0.21 - 0.40, bezna~ajna podudarnost 0.00 - 0.20 i
nema podudarnosti 0.00.

Rezultati uporednog ispitivanja uzoraka sirovog mleka Delvo SP tes-
tom, Penzym S testom i Difuzionom metodom sa B. stearothermophilus prikazani
su u tabelama 1 i 2 .

Tabela 1. Rezultati uporednog ispitivanja uzoraka sirovog mleka iz tanka sa farme Delvo
SP testom, Penzym S testom i Difuzionom metodom sa B. stearothermophilus

Table 1. Results of comparative analysis of raw milk samples from farm tank performed by the Delvo SP
test and diffusion method with B. stearothermophilus

Naziv testa /
Method used

Difuziona metoda sa
B. stearothermophilus /

Diffusion method with
B. stearothermophilus

Penzym S test /
Penzym S test

pozitivno /
positive

negativno /
negative

pozitivno /
positive

negativno /
negative

Delvo SP test /
Delvo SP test

pozitivno /
positive

5 1 5 1

negativno /
negative

1 13 1 13

Penzym S test /
Penzym test

pozitivno /
positive

5 1 / /

negativno /
negative

1 13 / /

Na osnovu obavljenih ispitivanja u sirovom mleku iz tanka sa farme us-
tanovljeno je 30 posto pozitivnih uzoraka svakim od testova. Sva tri testa u
me|usobnoj saglasnosti, imaju kappa vrednost od 0.76, ova vrednost pripada in-
tervalu kappa vrednosti od 0.61 do 0.80 koji predstavlja skoro idealnu podudar-
nost. Visoku me|usobnu podudarnost ova tri testa prilikom ispitivanja mleka iz
tanka sa farme su ustanovili i Seimour i sar. Š9¹.

Ispitivanjem sirovog mleka iz transportnih cisterni sa linija dovoza u
mlekari ustanovljeno je Delvo SP testom i Penzym S testom 15 posto pozitivnih
uzoraka, dok je Difuzionom metodom ustanovljeno 20 posto pozitivnih uzoraka.
Penzym S i Delvo SP test imaju istu kappa vrednost prema Difuzionoj metodi sa B.
stearothermophilus, ova vrednost iznosi 0.83 i pripada intervalu idealne podudar-
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nosti. Kappa vrednost saglasnosti Penzym S testa i Delvo SP testa je, tako|e, ide-
alna, po{to iznosi 1.00. Interval idealne podudarnosti se odnosi na kappa vred-
nost ve}u od 0.81.

Tabela 2. Rezultati uporednog ispitivanja uzoraka sirovog mleka sa linija Delvo SP testom,
Penzym S testom i Difuzionom metodom sa B. stearothermophilus

Table 2. Results of comparative analysis of raw milk samples from production lines performed by the Delvo
SP test, Penzym S test and diffusion method with B. stearothermophilus

Naziv testa /
Method used

Difuziona metoda sa
B. stearothermophilus /

Diffusion method with
B. stearothermophilus

Penzym S test /
Penzym S test

pozitivno /
positive

negativno /
negative

pozitivno /
positive

negativno /
negative

Delvo SP test /
Delvo SP test

pozitivno /
positive

3 0 3 0

negativno /
negative

1 16 0 17

Penzym S test /
Penzym test

pozitivno /
positive

3 0 / /

negativno /
negative

1 16 / /

Rezultati uporednog ispitivanja 20 uzoraka pasterizovanog i sterili-
zovanog mleka iz prometa Delvo SP testom, Penzym S testom i Difuzionom meto-
dom sa B. stearothermophilus su prikazani u tabeli 3.

Tabela 3. Rezultati uporednog ispitivanja uzoraka pasterizovanog i sterilizovanog mleka
Delvo SP testom, Penzym S testom i Difuzionim testom sa B. stearothermophilus

Table 3. Results of comparative analysis of pasteurized and sterilized milk performed by the Delvo SP test,
Penzym S test and diffusion method with B. stearothermophilus

Naziv testa /
Method used

Difuziona metoda sa
B. stearothermophilus /

Diffusion method with
B. stearothermophilus

Penzym S test /
Penzym S test

pozitivno /
positive

negativno /
negative

pozitivno /
positive

negativno /
negative

Delvo SP test /
Delvo SP test

pozitivno /
positive

3 1 3 1

negativno /
negative

0 16 1 15

Penzym S test /
Penzym test

pozitivno /
positive

3 1 / /

negativno /
negative

0 16 / /
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Ispitivanjem pasterizovanog i sterilizovanog mleka ustanovljeno je 20
posto pozitivnih uzoraka pomo}u Penzym S testa i Difuzione metode, dok je
pomo}u Delvo SP testa ustanovljeno 25 posto pozitivnih uzoraka. Difuziona me-
toda se prema oba testa nalazi u intervalu idealne podudarnosti (kappa je 0.83),
dok se Delvo SP test sa Penzym S testom nalazi u intervalu skoro idealne podu-
darnosti (kappa 0.69).

Kappa saglasnost testova prilikom ispitivanja sve tri grupe uzoraka je
prikazana na slici 1.

Razlike koje se javljaju prilikom ispitivanja istog uzorka sa tri razli~ite
metode proisti~u iz razli~ite osetljivosti ovih metoda. Delvo SP test je osetljiv
prema antibioticima, sulfonamidima, dezinficijensima i promenjenom mleku. Di-
fuziona metoda je osetljiva prema antibioticima, dok je Penzym S test osetljiv
samo prema beta laktamskim antibioticima. Visoka podudarnost Penzym S testa
sa ostala dva testa ide u prilog navodima drugih autora Š10, 11¹, po kojima su beta
laktamski antibiotici naj~e{}a vrsta rezidua koja mo`e da se na|e u mleku. Razlike
u rezultatima, tako|e, mogu da nastanu i zbog razlika u pragu detekcije prema is-
tim antibioticima, tako je prema ceftiofuru najosetljiviji Delvo SP test, jer detektuje
koli~ine od 50 µg/kg, dok Difuzioni test detektuje koli~ine od 75 µg/kg, a Penzym
S test detektuje koli~ine od 80 µg/kg ceftiofura, Š12¹.
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Slika 1. Kappa saglasnost ispitanih metoda za odre|ivanje rezidua antibiotika u sirovom
mleku iz tanka sa farme, iz transportnih cisterni i pasterizovanom i sterilizovanom mleku
Legenda: dif - Difuziona metoda, F -mleko iz tanka sa farme,

L - mleko sa linija, G - pasterizovano i sterilizovano mleko

Figure 1. Kappa coincidence of analyzed methods for detecting antibiotic residue in raw milk from farm
tank, transport cisterns and pasteurized and sterilized milk

Legend 1. dif – diffusion method, F – milk from farm tank, L – milk from production lines,
G – pasteurized and sterilized milk



Na osnovu uporednih ispitivanja Difuzione metode, Delvo SP testa i
Penzym S testa zaklju~ujemo da su sve tri metode u visokoj me|usobnoj saglas-
nosti (kappa vrednost se kre}e od skoro idealne podudarnosti do idealne podu-
darnosti) i time ispunjavaju jedan od kriterijuma za uklju~ivanje u sistematsku kon-
trolu mleka na prisustvo rezidua.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF ANTIBIOTIC RESIDUE IN MILK USING ENYME AND
MICROBIOLOGICAL METHODS

Jelena Petrovi}, Vera Kati}

Antibiotic residue can have a harmful effect on human health and can disrupt
the processing of milk and milk products. In order to prevent these unwanted effects of resi-
due, different screening methods are used today. The basic goal of this paper is to com-
pare screening methods performed during the testing of milk from different points of the
production chain. In this paper we have comparatively analyzed three screening methods:
microbiological methods – the Delvo SP test and the diffusion method with B. stearother-
mophilus as the test microorganism, and an enzyme method – the Penzym S test. Twenty
samples of farm milk from collective tanks were analyzed, as well as 20 samples of milk
from transport cisterns, 10 samples of pasteurized milk and 10 samples of sterilized market
milk. Based on the comparative analysis of the diffusion method, Delvo SP test and Pan-
zym S test, we conclude that all three methods are in hgih mutual accordance (the kappa
value oscillates from nearly ideal to ideal coinciding) and thus meet one of the criteria for
being included in the systematic control of milk for the presence of antibiotic residue.

Key words: milk, residue, antibiotics, diffusion method, Delvo SP test, Penzym S test
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SRAVNITELÃNOE ISPÀTANIE OSTATKOV ANTIBIOTIKOV V MOLOKE
ÏNZIMNÀM I MIKROBIOLOGI^ESKIMI METODAMI

Elena Petrovi~, Vera Kati~

Ostatki antibiotikov mogut vredno deystvovatÝ i na zdorovÝe lÓdey
i me{aÓt pererabotku moloka v produktì. ^tobì predupredilisÝ Ìti ne`elatelÝ-
nìe Ìffektì ostatkov v nasto®Èee vrem® polÝzuÓts® razli~nìe skrining me-
todì. Osnovna® zada~a Ìtoy rabotì sravnenie skrining metodov pri ispìtanii mo-
loka s razli~nìh mest v cepi proizvodstva. V rabote mì sravnitelÝno ispìtali

tri skrining metoda: mikrobiologi~eskie metodì DelÝvo SP test i Diffuzionnìy

metod s B. stearothermophilus kak test mikroorganizmom i Ìnzimnìy metod Penzym S
test. Ispìtano 20 obraz~ikov moloka iz sobiratelÝnìh bakov s fermì, 20 obra-
z~ikov moloka iz transportnìh cistern, 10 obraz~ikov sterizovannogo moloka iz

oborota. Na osnove sravnitelÝnìh ispìtaniy Diffuzionnogo metoda, DelÝvo SP

testa i Penzym S testa mì sdelaem vìvod, ~to vse tri metoda v vìsokom me`dusob-
nom soglasii (kappa stoimostÝ dvigalasÝ ot po~ti idealÝnoy do idealÝnogo
sovpadeni® i tem vìpoln®Ót odin iz kriteriev dl® vklÓ~eni® v sistemati~eskiy
kontrolÝ moloka na prisutstvie ostatkov antibiotikov.

KlÓ~evìe slova: moloko, ostatki, antibiotiki, Diffuzionnìy metod,

DelÝvo SP test, Penzym S test
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