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Substancje przeciwbakteryjne, w tym gtownie antybiotyki byly powszechnie stosowane jako
dodatki paszowe do konca 2005 roku. W zwigzku z problemem naduZywania antybiotykow
w zywieniu zwierzqt, Unia Europejska wprowadzita zakaz ich stosowania z dniem 01.01.20006 r. Ze
wzgledu na globalny wymiar problemu podjeto kroki majgce na celu monitorowanie stosowania
antybiotykow i ich niekontrolowanego uzycia. Do badan pasz w kierunku wykrywania substancji
przeciwbakteryjnych zastosowano metode przesiewowq, mikrobiologiczng opartq na hamowaniu
wzrostu okreslonych szczepow testowych. Metoda pozwala na wykrycie antybiotykow
[-laktamowych, tetracyklin, antybiotykow aminoglikozydowych i makrolidowych oraz chinolonow.
W niniejszym artykule przedstawiono wyniki badan wykonanych w ramach urzedowej kontroli pasz
w kierunku wykrywania substancji przeciwbakteryjnych w paszach w latach 2006-2012.

Substancje przeciwbakteryjne, glownie antybiotyki stosowane byly w Zywieniu zwierzat
gospodarskich jako dodatki paszowe od poczatku lat 50-tych XX wieku. W Polsce antybiotyki
w paszach zaczeto stosowaé na wickszg skale dopiero w latach 1968-1970. Pierwszym
antybiotykiem zastosowanym na szeroka skale w zywieniu bydta byta penicylina, potem odkryto
silniej dziatajace tetracykliny (chlorotetracykling i oksytetracykling). Najwigksze zastosowanie
antybiotyki znalazly w zywieniu trzody chlewnej, cielat i drobiu. Do najczesciej stosowanych
antybiotykow paszowych w Polsce i w Unii Europejskiej nalezaty: awoparcyna, monenzyna,
flawomycyna, salinomycyna, spiramycyna, tylozyna, wirginiamycyna, cynk-bacytracyna.
Wprowadzenie antybiotykdéw jako dodatkow paszowych stanowito probe zabezpieczenia zwierzat
przed zaburzeniami rownowagi mikrobiologicznej w przewodzie pokarmowym, poniewaz ich
dodatek do paszy byt przydatny do kontroli stanu rownowagi mikrobiologicznej jelit. Dodatek
antybiotykow do paszy powodowat eliminacj¢ przewlektych zakazen jelitowych, dajac tym samym
wzrost efektywnosci produkcji zwierzgeej, a ponadto skutkowal zwigkszeniem przyrostow masy
ciala zwierzat, a takze stopnia wykorzystania paszy. Dzigki swoim wiasciwosciom zyskaly one
nazw¢ antybiotykowych stymulatoréw wzrostu (ASW, ang. antibacterial growth promoters
- AGPs). Biorgc pod uwage negatywne aspekty stosowania antybiotykdéw, gldéwnie narastanie
zjawiska antybiotykoopornosci, UE rozpoczeta proces wycofywania antybiotykow z Zywienia
zwierzat. W kwietniu 1997 roku wprowadzono zakaz stosowania awoparcyny, natomiast od 1 lipca
1999 roku zostaly wycofane nastepujace antybiotykowe stymulatory wzrostu: cynk-bacytracyna,
spiramycyna, tylozyna 1 wirginiamycyna. Pozostate antybiotyki stosowane w paszach
(awilamycyna, flawomycyna, monenzyna, salinomycyna) wycofano z dniem 31.12.2005 r. Zgodnie
z obowigzujgcymi przepisami i wymaganiami UE od 2004 roku w Polsce corocznie opracowywany
jest Krajowy Plan Urzedowej Kontroli Pasz. Ma on na celu kompleksowa ocen¢ stanu
bezpieczenstwa pasz produkowanych w Polsce. Plan ten obejmuje wiele czynnikow zagrozen,
réwniez badanie pasz w kierunku wykrywania substancji przeciwbakteryjnych w paszach i wodzie.
Ze wzgledu na globalny wymiar problemu naduzywania antybiotykow, w krajach UE podjeto kroki
majace na celu monitorowanie zuzycia antybiotykdéw i ich niekontrolowanego stosowania, m.in.
poprzez analize sktadu pasz stosowanych w zywieniu zwierzat. Podjeto zatem badania, ktorych
celem byla kontrola i ocena wystgpowania substancji przeciwbakteryjnych w paszach. Badania
zostaly wykonane zgodnie z opracowang w Zaktadzie Higieny Pasz instrukcja dotyczaca
wykrywania substancji przeciwbakteryjnych w paszach.
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Materialy i metody. Material do badan stanowity probki dostarczone do badan w ramach
urzedowej kontroli tj.: mieszanki paszowe petnoporcjowe, premiksy, koncentraty paszowe, dodatki
paszowe, woda. Do badan zastosowano metod¢ mikrobiologiczng dyfuzyjna, ktorej zasada oparta
jest na zjawisku dyfuzji antybiotyku w pozywce agarowej. Pozywka jest dobrana w taki sposob, aby
umozliwi¢ jak najlepsza dyfuzj¢ substancji do podtoza. W badaniu pasz najwigksze zastosowanie
znalazta metoda studzienkowo - ptytkowa, poniewaz naniesiony ekstrakt dyfunduje rownomiernie
na calej wysokos$ci studzienki, co pozwala na uzyskanie dobrych wynikéw. Szczepy testowe
zastosowane w metodzie dobrane sg na podstawie ich wrazliwo$ci na antybiotyki. Wybrane szczepy
cechuje stala, wysoka wrazliwo$¢ na wiele substancji o dziataniu przeciwbakteryjnym. Jako
szczepy testowe wybrano nastepujgce drobnoustroje: Bacillus subtilis BGA, Bacillus cereus ATCC
11778, Micrococcus luteus ATCC 9341 ex. Kocuria rhizophila ATCC 9341, Eschierichia coli
ATCC 11303. Do badan zastosowano pozywki Antibiotic Medium No. 1 1 Standard II Nutrient
Agar. Pozywki posiadajg zréznicowany odczyn pH, tj. 6,0, 7,2, 8,0. Poprzez zrdéznicowanie
szczepow testowych 1 pH pozywki mozna wykaza¢ nie tylko obecno$¢ antybiotyku, ale takze
wstepnie okresli¢ grupe, do ktorej nalezy dany antybiotyk. W przypadku obecnos$ci w badanej
probee substancji przeciwbakteryjnej widoczna jest strefa zahamowania wzrostu, ktorej $rednica
jest wprost proporcjonalna do logarytmu stezenia wykrytej substancji. Strefa inhibicji wyznaczana
jest przez interakcje dwoch zachodzacych rownoczesnie proceséw: wzrostu bakterii testowych oraz
dyfuzji antybiotyku. Badanie polega na przygotowaniu osmiu ptytek z odpowiedniag pozywka
I szczepem testowym. Do pozywki dodawana jest odpowiednia ilo§¢ szczepu testowego, pozywka
rozlewana jest na plytki, ktore pozostawia si¢ w temperaturze otoczenia w celu zestalenia pozywki.
Sposob przygotowania plytek przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Sposéb przygotowania plytek do badan
Szcze . Temp. TMP*
Plytka testow[;/ Pozywka pH inkubacj[i)("C) wg/ml
1 B. subtilis BGA Antibiotic medium No.1 6,0 30 -
2 K. rhizophila ATCC 9341 Antibiotic medium No.1 6,0 37 -
3 B. cereus ATCC 11778 Antibiotic medium No.1 6,0 30 -
4 B. subtilis BGA Antibiotic medium No.1 7,2 30 0,5
5 B. subtilis BGA Antibiotic medium No.1 8,0 30 -
6 K. rhizophila ATCC 9341 Antibiotic medium No.1 8,0 37 -
7 E. coli ATCC 11303 Standard Il Nutrient Agar 6,0 37 -
8 E. coli ATCC 11303 Standard Il Nutrient Agar 8,0 37 -

Kontrola przygotowanych plytek polegata na zastosowaniu kragzkow o Srednicy 6.35 mm
nasgczonych odpowiednim wzorcem antybiotyku wedtug schematu podanego w tabeli 2.

Tabela 2
Schemat sporzadzania kontroli jako$ci plytek wraz z wymaganymi strefami
Plytka nr 1,2 3 4 5 6 7 8
Kontrolne stezenie w krazku PEN* TETR | SULF | STR TYL FLUM ENR
0,01jm.| 30ug 2 ug 0,5ug | 0,5 g 5 ug 5 ng
Minimalna strefa kontrolna >6mm |[>12mm |[>6mm |{>8mm |[>6mm | >9mm | >9 mm

* PEN — penicylina, TETR — tetracyklina, SULF — sulfametazyna, STR — streptomycyna, TYL — tylozyna, FLUM —
flumechina, ENR — enrofloksacyna

Badanie probek polegatlo na odwazeniu 10 g probki i dodaniu 50 ml mieszaniny do
ekstrakcji, ktorg stanowi metanol 1 bufor fosforanowy pH 8,0 w stosunku 1:1. Nastepnie probki

podlegaly etapowi ekstrakcji poprzez wytrzasanie na wytrzasarce przez 30 min. Po ekstrakcji
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probki byly odwirowywana przez 10 min przy 3500 X g, a nastgpnie ekstrakty (100 ul) byty
nanoszone do studzienek na ptytkach.

Wyniki i dyskusja. Pojawienie si¢ strefy zahamowania wzrostu szczepu testowego
$wiadczy o obecno$ci w probce antybiotyku lub innej substancji o dziataniu przeciwbakteryjnym.
Obecno$¢ strefy o $rednicy powyzej 14 mm uznawano za wynik dodatni, tzn. $wiadczacy o
obecnosci substancji o dziataniu hamujacym.

Ryc. Obecnos¢ stref zahamowania wzrostu na ptytkach z B.cereus.

W latach 2006-2012 zbadano ogdtem 452 probki pasz w kierunku wykrywania substancji
przeciwbakteryjnych. Przewazajacg czgs¢ probek do badania stanowily mieszanki paszowe
przeznaczone dla trzody chlewnej i drobiu. Wér6d nadestanych do badania probek znalazty si¢
takze: pasza dla ryb (1 prébka), wywary gorzelniane (21 prébek) oraz karma dla zwierzat
domowych (10 probek). Sposrod 452 zbadanych probek 126 (27,9 %) stanowitly mieszanki
czyszczace, czyli mieszanki lub materialy paszowe stosowane do czyszczenia linii technologiczne;j
po produkcji pasz leczniczych. Probki te byly badane na obecno$¢ pozostatosci substancji czynnej
uzytej do wytworzenia paszy leczniczej. Wyniki dodatnie, czyli stwierdzenie obecnosci substancji
przeciwbakteryjnej uzyskano w przypadku 185 probek paszy, z czego 57 to mieszanki czyszczace
(30,8 %). Liczba probek pasz, ktore nie powinny zawieraé substancji przeciwbakteryjnych,
a w ktorych stwierdzono ich obecno$¢ wyniosta 128 (28,3 %). Do badan w Kierunku wykrywania
substancji przeciwbakteryjnych dostarczono réwniez 13 probek wody przeznaczonej do pojenia
zwierzat. W 1 probee (0,13 %) uzyskano wynik dodatni. Szczegotowe wyniki badan przedstawiono
w tabeli 3.

Tabela 3
Liczba probek zbadanych w ramach urzedowej kontroli pasz w latach 2006-2012
Rodzaj paszy Liczba probek zbadanych | Liczba probek ujemnych | Liczba probek dodatnich

Mieszanki paszowe:

dla bydta 10 7 3

dla $win 56 36 20

dla drobiu 55 27 28

dlaryb 1 1 0

pozostate 139 84 55
Mieszanki czyszczace 126 69 57
Premiksy 7 5 2
Dodatki / materialy paszowe 45 26 19
Woda 13 12 1
Ogodtem 452 267 185 (40,9 %)

Metoda mikrobiologiczna jest metoda przesiewowa pozwalajgca na stwierdzenie Iub
wykluczenie obecnosci antybiotykdw lub innych substancji o dzialaniu przeciwbakteryjnym
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w paszy. Metoda ta nie daje wynikow absolutnie pewnych, szczegdlnie jesli chodzi o tozsamos$¢
wykrytej substancji. Dla ostatecznego potwierdzenia wyniku nalezy zastosowaé bardziej
specyficzne 1 czute metody chromatograficzne. Obecnie chromatografia cieczowa, dzigki swoim
wlasciwosciom stata si¢ technika dominujaca w analizie pozostatosci  substancji
przeciwbakteryjnych zaré6wno w zywno$ci pochodzenia zwierzecego, jak i1 w paszach.
W klasycznej analizie pozostatosci antybiotykdw laczy si¢ ja najczesciej z detektorami UV lub
detektorami fluorescencyjnymi (FLD). Coraz czgsciej jednak do potwierdzenia obecnosci lekow
przeciwbakteryjnych stosowana jest spektrometria mas (MS), ktora umozliwia nie tylko wykrycie
obecno$ci analizowanego zwigzku chemicznego, lecz réwniez okreslenie jego struktury.

W Zaktadzie Higieny Pasz stosowane sg do badan potwierdzajacych metody oparte na
technikach chromatograficznych z detekcja diodowa (HPLC-DAD) oraz potaczong ze
spektrometriag mas (LC-MS). Badania potwierdzajace wykonywane s3 w zakresie oznaczania
antybiotykow z grupy tetracyklin z uzyciem metod HPLC-DAD i LC-MS oraz innych
antybiotykow stosowanych jako ASW (tylozyna, spiramycyna) oraz pozostalych (amoksycylina,
linkomycyna, tiamulina) z uzyciem metod opartych na technice LC-MS. W przypadku wyniku
dodatniego uzyskanego w metodzie przesiewowej poza potwierdzeniem tozsamosci pozwalaja one
réwniez w sposob wiarygodny oznaczy¢ ilos¢ wykrytej substancji.
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SUMMARY

Antibacterial substances, mainly antibiotics were used as feed additives by 2006. Due to
a problem with overuse of antibiotics in farming, EU banned the use of antibiotics as growth
promoters. For these reasons the measures to control the compliance of the ban and illegal use of
antibacterials were taken. This paper describes microbial method for the screening of antibacterial
substances in animal feeds. The microbiological method for the detection of antibacterial substances
is based on the growth inhibition of test microorganisms and detects the main antibiotics groups:
B-lactams, tetracyclines, aminoglycosides, macrolides and quinolones. This technique can be used
as a screening method for the detection of antibiotics in feeds, but more specific methods would be
necessary for full identification of antimicrobials in screening-positive samples. In this article the
results of the official control of the detection of antibacterial substances in feeds in 2006-2012 were
presented.
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AHOTAIIIA

AHTHOaKTepiabHl PEUYOBUHHU, INEPEBAXXHO AHTHUOIOTHKH, 3aCTOCOBYBAJIM SK KOPMOBI
no6asku 10 2006. Uepe3 npobiaemMy HaJIMipHOTO 3aCTOCYBaHHS aHTUOIOTHKIB Yy cepi CLIbCBKOTO

63



rocniofapcTBa, €C HakiaB 3a00pOHY Ha 3aCTOCYBaHHS aHTHOIOTHKIB SIK CTUMYJISITOPIB POCTY. 3 Ii€i
NPUYMHYA TPUAHSIIA MIpH JUISI KOHTPOJIIO BiJIIOBITHOCTI 3a00pOHHM Ta HE3aKOHHOTO 3aCTOCYBaHHS
aHTuOaKkTepianbHuX pedoBuH. Lleil 1OKyMmMeHT omucye MIKpOOHUI MeETOA Uit CKPUHIHTY
aHTHOAKTeplaJbHUX PEYOBMH y KOpMax i TBapuH. MikpoOioJOTiYHUN METOJ ISl BUSBIICHHS
aHTHOAaKTEepiAIbHUX PEUYOBHH MPOBOJSATH Ha OCHOBI 3aTPUMKHU POCTY MIKPOOPTaHi3MiB Ta BUSBIISE
TOJIOBHI TPYIH aHTUOIOTHKIB: -JIAKTaMH, TETPAIMKIIIHN, aMIHOTJIIKO3HUIA, MAKPOJIIAU Ta X1HOIIHH.
Ie#t MeToT MO’KHA 3aCTOCOBYBATH SIK CKPUHIHT METOJ JIJIsl BUSIBIICHHSI aHTUOI0THKIB y KOpMax, aJie
JUTSl TIOBHOI 17IeHTH(IKAIlT MPOTUMIKPOOHUX PEYOBHH Yy CKPHHIHT-TIO3UTHUBHUX 3pa3kax MOTPIOHO
3acTtocyBatu Ounbll crnenrpiyai meronu. Y il cTarTi mpeAcTaBieHi pe3yapTaTd OQIIiiHOTrO
KOHTPOJIIO BUSIBJICHHSI aHTHOAKTEPIalIbHUX PEUYOBHH Y KopMax npotsrom 2006—2012 pp.
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AHHOTAI U

AHTHOAKTEepUalbHbIe BEIECTBA, MPEUMYIIECTBEHHO AaHTUOMOTHKH, NPUMEHSUIM Kak
KopMmoBbIe 100aBku 110 2006. M3-3a mpoOIeMbl Ype3MEPHOTO MPUMEHEHHSI aHTHOMOTHUKOB B cepe
cenbCKoro xo3sicTBa, EC HamoXuil 3ampeT Ha NPUMEHEHHE aHTUOWOTHUKOB KaK CTHUMYJIATOPOB
pocra. Ilo 3TOll mpuuYMHE NPUHSUIM MEpbl JUIsl KOHTPOJIS COOTBETCTBHUS 3alpeTa U HE3aKOHHOTO
IPUMEHEHHs] aHTHOAKTepHAIbHBIX BELIECTB. DTOT JOKYMEHT ONMCHIBAET MMKPOOHBIH METOH AJIs
CKpPUHUHTA aHTHOAKTEepHAIbHBIX BEIIECTB B KOPMax JJIsl )KUBOTHBIX. MUKPOOHOIOTHYECKII METO.T
JUI  BBIIBJIEHUS AHTUOAKTEpUAIBHBIX BEIIECTB MPOBOAIT HAa OCHOBE 3aJEpXKKH pPOCTa
MHUKPOOPTaHU3MOB U OOHapY)KMBAET TJIABHBIC TPYIITBI aHTHOWOTHUKOB: [-IaKTaMBbl, TETPAI[MKIIHHBI,
AMMHOTJIMKO3H/Ibl, MAKPOJIMJIbl U XUHOJIMHBI. DTOT METO/ MOXXHO MPUMEHATh KaK CKPUHUHT METOJ
IUIsl BBISIBJICHHUSI aHTUOMOTHKOB B KOpMax, HO JUIS TOJHON HMICHTU(UKAIUH MTPOTHBOMUKPOOHBIX
BEIIECTB B CKPUHHUHT-TIO3UTHBHBIX 00pa3liax HY>KHO MPUMEHUTH Oosiee ciennpuyeckue MeTosl. B
HACTOAILIEH CTaThbe MPEJCTaBICHHbIE pPE3yJbTaThl O(UIMATBLHOTO KOHTPOJIS  BBISBICHUS
aHTHOaKTepUaJIbHBIX BellecTB B KopMmax B TeueHue 2006—2012 rr.
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