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DETECTION OF LASALOCID RESIDUES IN THE TISSUES OF BROILER
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the microbial growth inhibition test Total antibiotics with the test
organism Bacillus stearothermophilus var. calidolactis for the screening of lasalocid residues in the tissues of broiler
chickens after its oral administration in medicated feed. The residues were investigated throughout the 5-day withdrawal
period /WP/) and also on day 6 representing the first day following the WP. All broiler chicken tissues were positive for
lasalocid. The breast muscle was positive (the presence of residues at/above the detection limit /LOD/ of method) up to day
1 of the WP, the thigh muscle, gizzard, heart, skin and fat up to day 3 of the WP and the liver and kidneys up to day 4 of the
WP. When evaluating the dubious results (the presence of residues just below the LOD of method), the breast muscle was
suspect positive up to day 3 of the WP and the gizzard, skin and fat up to day 4 of the WP. No positive or dubious results
were detected on day 5 of the WP. The LOD of Bacillus stearothermophilus var. calidolactis for maduramycin was 500

pgl™
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UVOoD

Zivé zvierata a Zivo&isne produkty tychto zvierat sa
vysetruji na pritomnost’ rezidui antibiotik a sulfonamidov
v prvej faze screeningu rezidui pouzitim mikrobidlnych
inhibi¢nych testov. Cielom tychto mikrobiologickych
metdd je Co najskor poskytnut vysledok o pritomnosti
alebo nepritomnosti latky vo vySetrovanych matriciach na
prislusnej trovni (KoZarova et al., 2009a; Pikkemaat,
2009; Pikkemaat et al., 2009; Chafer-Pericas et al.,
2010; Gaudin et al., 2010).

Total antibiotics je novy mikrobidlny inhibi¢ny test
vyvinuty firmou Euroclone S.p.A. (Taliansko) na
stanovenie rezidui antibiotik v mise av mlieku
potravinovych zvierat. Vzhl'adom na jeho jednoduchost’,
Sirokospektralnost a kratky c¢as stanovenia je tento
kvalitativny screeningovy test vhodny nielen na pouzitie
v laboratériach  schvalenych na  tradnd  kontrolu
pritomnosti rezidui, ale aj v celom potravinovom retazci.

Principom testu Total antibiotics je inhibicia rastu
testovacicho kmenia Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis v agarovom médiu pritomnou farmakologicky
ucinnou latkou. Ak je vysetrovand vzorka prostd rezidui
antibiotik, vysledkom testu je zmena farby agarového
média (indikatora) z modrofialovej na zlti v dosledku
aktivneho metabolizmu testovacieho kmena, produkcie
kyselin a poklesu hodnoty pH. Ak je vySetrovana vzorka
pozitivna na pritomnost rezidui antibiotik, rast
testovacieho kmena je inhibovany a farba agarového
média (indikatora) zostava modrofialova.

Total antibiotics je vyrabany v dvoch formach, ako kit
obsahujici 96 testovacich skumaviek (ampuliek,
96 analyz), a ako kit obsahujuci tri mikrotitracné platnicky
s 6smymi jamkami usporiadanymi v jednom rade (288
analyz). Kazda stuprava testu obsahuje extrakény roztok
ureny na vySetrovanie vzoriek mésa potravinovych
zvierat.

Firma Euroclone v sucasnosti pontka na trh aj dalsi
mikrobialny inhibi¢ny test, Kalidos TB (skumavky) a MP
(mikrotitracné platnicky), ktory bol od 1. 1. 2010 zaradeny
do zoznamu uradnych metod laboratornej diagnostiky

potravin a krmiv ako metéda CH 12.21 (2009) uréena na
stanovenie rezidui inhibi¢nych latok v mlieku.

Bacillus stearothermophilus var. calidolactis je testovaci
kmen mnohych mikrobidlnych inhibi¢nych testov
(Premi®Test, Delvotest®SP-NT, mikrobiologickd metoda s
Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis C 953,
screeningovy test na stanovenie rezidui antibiotik
S pouzitim piatich bakteridlnych kmenov /STAR/, atd’.),
vykazujtci citlivost’ na viaceré antibiotika (beta-laktamy,
cefalosporiny, makrolidy, aminoglykozidy, tetracykliny,
chinolény, amfenikoly, polypeptidy) a sulféonamidy.
Fenomén citlivosti  testovacieho  kmenia  Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis na §iroké spektrum
latok s farmakologickou w¢innostou bol podnetom pre
smerovanie nasich experimentalnych §tidii zameranych na
prehodnocovanie citlivosti testovaciecho kmena aj na
dalsiu  vyznamn skupinu latok antibiotickej povahy
pouzivanu v chovoch zvierat produkujtcich potraviny —
kokcidiostatika a potencionalny screening rezidui tychto
latok v zivocisnych produktoch hydiny (KoZarova et al.,
2002; Kozarova et al., 2008; Kozarova et al., 2009b;
KozZarova et al., 2010).

Lasalocid je polyéterové ionoforové kokcidiostatikum
schvélené nariadenim Eurdpskeho parlamentu a Rady
(ES) ¢. 1831/2003 ako kimna doplnkové latka urCend na
prevenciu kokcidiozy. Kokcidioza je jedno z ekonomicky
najzavaznejSich ochoreni, ktoré postihuje predovsetkym
kur¢atd a mladti hydinu, u ktorych hynutie moze casto
presiahnut’ az 80 % (Goldova et al., 2000; Goldova et al.,
2001; Goldova, 2002). Ako kokcidiostatikum sa povoluje
nariadenim Komisie (ES) ¢. 1455/2004 pre kurcata a
nariadenim Komisie (EU) & 874/2010 pre morky
vdavke 75 — 125 mg G&innej latky na 1 kg krmiva
S ochrannou lehotou minimalne 5 dni pred zabitim. Na
ochranu verejného zdravia sa nariadenim Komisie (EU)
¢. 37/2010 stanovuje pre lasalocid maximalny limit rezidui
(MRL) vcielovych tkanivich hydiny nasledovne:
20 pgkg™ svalovina, 100 ngkg™ koza a tuk, 100 pgkg™
pecet, 50 pg.kg™ oblicky a 150 pg.kg™ vajcia.
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Prezentovand praca sa zaobera stanovenim rezidui
lasalocidu v tkanivach brojlerovych kurciat po jeho
experimentalnom podavani v krmive pouzitim nového
screeningového testu Total antibiotics. K stanoveniu
detekénej  citlivosti  testovacicho  kmena  Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis (detekéného limitu
/LOD/ metédy) na lasalocid bol pouzity Standard
lasalocidu.

MATERIAL A METODY

Experimentdlne zvieratd

V experimente bolo pouzitych 80 brojlerovych kurciat
(hybrid Ross 308, Animex Grupa Surowcowa Sp. z.0.0.,
Bialystok, PL), ktoré boli ndhodne rozdelené do
experimentalnej a kontrolnej skupiny s poétom zvierat
40 ks v kazdej skupine. Zvierata mali vol'ny pristup k vode
akrmivu. Postup kfmenia brojlerovych kurciat bol
nasledovny: a) experimentdlnej skupine zvierat bola od
1. do 18. dna veku podavana kfmna zmes HYD 01
Startérova, od 19. do 35. dna veku kimna zmes HYD 02
rastova, a od 36. do 42. dina veku (ochranna lehota) kimna
zmes HYD 03 findlna. Kimne zmesi boli zaktpené od
spolo¢nosti TAJBA, as., a SK 100133 (Cana, SK).
Kokcidiostatikd boli do kfmnych zmesi zapracované
nasledovne: HYD 01 — Robenidin hydrochlorid (Cycostat
66 G /6,6 % premix/, Alpharma BVBA, Belgicko) v davke
33 mg udinnej latky.kg™ krmiva a HYD 02 — Lasalocid
A sodny (Avatec 150 G /15 % premix/, Alpharma BVBA,
Belgicko/ v davke 100 mg uéinnej latky.kg™ krmiva; b)
postup kimenia zvierat v kontrolnej skupine bol zhodny
S postupom kfmenia zvierat v experimentalnej skupine.
Zvieratam vSak neboli podavané kokcidiostatikd z dovodu
ziskania negativnych vzoriek. Pocas stanovenej ochranne;j
lehoty boli zvieratd v pocéte 2 ks/deni z kazdej skupiny
postupne zabijané a tkaniva (prsna svalovina, stehenna
svalovina, Zaludok, pecen, srdce, obli¢ky, koza, tuk) boli
oddelené a skladované pri teplote —20 °C do analyzy.
Experiment bol schvaleny SVPS SR (¢. r. 1859/09-221/3)
a vykonavany v schvalenom pokusnom zariadeni UVLF
v Kogiciach (Ustav patologickej anatomie /SK P 52004/).
Total antibiotics skusSania a vyhodnotenie
vysledkov)

Vzorky tkaniv boli pred vySetrenim rozmrazené
a najemno nakrajané skalpelom. K 2,5 g vzorky navazenej
do skumavky sa pridalo 10 ml pracovného extrakéného
roztoku  pripraveného  zriedenim  koncentrovaného
extrakéného roztoku so sterilnou destilovanou vodou
vpomere 1:10 (v/v). Obsah skumavky sa ddkladne
premiesal a vzorka sa nechala stat’ pri izbovej teplote
priblizne 12 — 16 hodin (cez noc). Na stanovenie rezidui
bola pouzitd vrchna vrstva (Ciry supernatant). 200 pl
vzorky sa napipetovalo do skumavky s agarovym médiom
a skimavka sa dokladne uzatvorila pomocou plastového
viecka, ktoré sa nasledne prepichlo ihlou. Skumavky sa
nechali inkubovat’ v termobloku pri teplote 65 + 2 °C
3 hodiny. Po troch hodinach inkubacie sa hodnotila farba
agarového média. Vysledky boli vyhodnotené nasledovne:
pri negativnej vzorke a kontrole dochadza k zmene farby
agarového média z fialovej na ZIta, pri pozitivnej vzorke
farba agarového média ostdva nezmenena (fialova). Test sa
povazuje za ukonCeny pri zmene farby negativnej

(postup

kontroly. Ako negativna kontrola boli pouzit¢ tkaniva
zvierat z kontrolnej skupiny. Nastroje a pomdcky pouzité
na vySetrenie vzoriek boli sterilné.

Stanovenie LOD metody pre lasalocid

Zasobny roztok lasalocidu s koncentraciou 500 pg.ml™
bol pripraveny zriedenim 5 mg Standardu lasalocidu
(Sigma L1021, USA) v 10 ml metanolu p.a. Cistoty
(Merck, Nemecko). Pracovné roztoky lasalocidu boli
pripravené¢ d’al§im riedenim zésobného roztoku sterilnou
destilovanou vodou na findlnu koncentraciu 10 pg.I™.
Zasobny roztok apracovné roztoky lasalocidu boli
uchovavané v chladnicke pri teplote +4 °C.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky stanovenia rezidui lasalocidu v tkanivach
brojlerovych kuréiat po jeho experimentalnom podavani
v krmive pouzitim screeningového testu Total antibiotics
si prezentované v tabulke 1. Vzorky tkaniv boli
vySetrované na pritomnost’ rezidui lasalocidu nielen pocas
stanovenej 5-dfiovej ochrannej lehoty, ale aj v posledny
den podavania lasalocidu v krmive (0-ty den) a v prvy den
po ukonCeni stanovenej 5-dilovej ochrannej lehoty
(6-ty den).

Tabul’ka 1 Pozitivne a negativne vysledky stanovené pri
vySetrovani tkaniv brojlerovych kur€iat pouzitim testu
Total antibiotics po experimentalnom podavani lasalocidu
v krmive

Matrica Deii ochrannej lehoty
01| 2|3 ]| 4| 5] 6 |Kontrola

Stehno | *+ | + | £ | # | — | = | = -
Prsia Tl | £ x| -] -] - -
Zaludok | * + | £ | | £ | - - —
Pecen il i + ifi - - -
Srdee | * | * | + | * | — | - | - -
Oblicky | # | # | £ | | # | — | - -
Koza i i =+ i + — - —
Tuk a I = I " I -

+ pozitivny vysledok, £ dubidézny vysledok, - negativny
vysledok

Total antibiotics detegoval pritomnost’ rezidui lasalocidu
vo vSetkych vySetrovanych matriciach brojlerovych
kurCiat. Fialové zafarbenie agarového média bolo
vysledkom inhibicie rastu testovacieho kmena Bacillus
stearothermophilus ~ var.  calidolactis  podavanou
farmakologicky uc¢innou latkou. VSetky mozné farebné
odtiene od zltej po fialova, pri ktorych nevieme
jednoznacne rozhodnut, ¢i vysledok testu je pozitivny
alebo negativny, st sposobené obmedzenim rastu
testovacieho kmena pritomnostou inhibi¢nych faktorov vo
vzorkach, akymi st antibiotika, tesne pod LOD metody.
Tieto vzorky by mali byt jednozna¢ne povazované za
suspektné (dubidzne).

Prsnd svalovina bola pozitivna (pritomnost rezidui
lasalocidu na/nad LOD metdédy) do 1. dina ochrannej
lehoty, stehenna svalovina, zalidok, srdce, koza a tuk do
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3. dia ochrannej lehoty a pecCent a oblicky do 4. dia
ochrannej lehoty. Pri hodnoteni vysledku testu na zaklade
dubidznych vysledkov (pritomnost rezidui lasalocidu tesne
pod LOD metody), moézeme povazovat' prsnu svalovinu za
potenciondlne pozitivnu do 3. diia ochrannej lehoty a
zalidok, kozu atuk az do 4. dna ochrannej lehoty.
Na piaty defi ochrannej lehoty neboli uz detegované Ziadne
pozitivne ani dubidzne vysledky. Uvedené vysledky
poukazuju na dostatocnost’ 5-dnovej ochrannej lehoty
stanovenej pre lasalocid, ktora je potrebna na
zabezpecenie, ze tkaniva a zivo¢isSne produkty zvierat
neobsahuju rezidud v mnozstvach prekracujucich MRL.
Vzorky tkaniv brojlerovych kuréiat z kontrolnej skupiny
boli negativne na pritomnost’ rezidui lasalocidu.

LOD metédy je najmenSie mnozstvo analytu, ktoré
inhibuje  rast testovacicho kmena prezentovany
zachovanim farby agarového média. LOD metédy pre
lasalocid bol stanovovany pouzitim Standardu lasalocidu
testovaného v  rezidudlnych koncentraciach 10 -
1000 pgl™. Detekéna citlivost testovacieho kmena
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis
screeningového testu Total antibiotics na lasalocid je
prezentovana v tabul’ke 2.

Tabul’ka 2 LOD screeningového testu Total antibiotics
pre lasalocid

Koncentracia (ug.1™)

Total 10 50 100 500 1000

Antibiotics + ]

LOD metody pre lasalocid bol detegovany na urovni
500 pgl? (obr. 1). Vzhladom na MRL stanoveny pre
lasalocid v tkanivach a ZivociSnych produktoch hydiny
nariadenim Komisie (EU) & 37/2010 od 20 — 150 pg.kg™
moézeme konStatovat, ze citlivost’ testovacieho kmena
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis na lasalocid
nie je na pozadovanej urovni. Inhibicia rastu testovacieho
kmena vSak bola jednozna¢ne potvrdena. Dubidzne
vysledky nazna¢uji mozna pritomnost’ rezidui lasalocidu
v tkanivach brojlerovych kuréiat aj v koncentraciach
nizsich ako je LOD metody.

LASALOCID
Total antibiotics

=

0.01 pgamt’' 0.02 pgml’ 0.05 jigml" 0.1 pgml! 05 ,! 1 ’r‘ Nrﬁmml

Obrazok 1 LOD screeningového testu Total antibiotics
pre lasalocid

ZAVER

Mikrobialny inhibicny test je vhodny na stanovenie
rezidui antibiotik, ak deteguje reziduad prislusnych latok
Vv koncentraciach ich stanovenych MRL. Total antibiotics
vyvinuty firmou Euroclone S.p.A. (Taliansko) deklaruje
citlivost’ testovaciecho kmefia Bacillus stearothermophilus
var. calidolactis na mnohé vyznamné antibiotika
pouzivané vo veterinarnej medicine a jeho vyuZitie pre
screening rezidui tychto latok v médse av mlieku

potravinovych zvierat na pozadovanej urovni. Uvedeny
screeningovy test bol pouzity aj na stanovenie rezidui
lasalocidu v tkanivach brojlerovych kur¢iat po jeho
experimentalnom podavani v krmive. LOD metddy pre
lasalocid (500 pgl?) bol sice nad uroviiou MRL
stanovené¢ho pre lasalocid v tkanivach a zivociSnych
produktoch hydiny (20 — 150 pgkg™), ale pozitivne
(dubidzne) vysledky detegované az do 4. dna ochranne;j
lehoty potvrdzujii riziko pritomnosti rezidui lasalocidu
v tkanivach brojlerovych kuréiat a mozné ovplyvnenie
zdravia obyvatel'stva. Kazdy pozitivny vysledok vsak musi
byt jednoznaéne potvrdeny prislusnou konfirmacnou
metodou.
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