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OSSZEFOGLALAS

A szerzdk jelen tanulmanyukban bemutatjak a Bacillus subtilis tenyésztésére
kifejlesztett szelektiv taptalajukat az élelmiszerekben 1év6 antimikrobialis mara-
dékanyagok érzékeny kimutatasara. Nitrogénforrasként ammoniumsot, szénfor-
rasként glukdzt, ill. natrium-piruvatot tartalmaz. Az Uj taptalajt mikrobioldgiai
vizsgalatokban alkalmazva antimikrobialis hatbanyagok kimutatasakor a gatlasi
z6na atmérdk 1,4-4-szer szélesebbek voltak, mint a Muller-Hinton-agaron. Az (j
agar elénye a nagy érzékenységen kivll a standard 6sszetétel, a gatldanyagok
hianya, a reprodukalhaté mindség és az alacsony ar.



U) MODSZER ANTIMIKROBIALIS MARADEKANYAGOK KIMUTATASARA

Az élelmiszerek antibiotikum-, ill. xenobiotikum-tartalma veszélyes lehet a
fogyasztora azaltal, hogy allergias reakcidkat okoz, vagy noveli a terapias céllal
hasznalt antibiotikumok alkalmazéasakor a bakterialis rezisztencia gyakorisagat.
Az allatorvoslasban alkalmazott antibiotikumok és antibakterialis hatbanyagok
szermaradvanyainak allati eredetl élelmiszerekbdl valé kimutatdsara az alap-
vetd szlrémoddszerek a mikrobioldgiai vizsgaldeljarasok, az ELISA és a vékony-
réteg-kromatografia hasznalatosak (1). A mikrobiolégiai vizsgalatokat szilard
taptalajon végzik, alapelvik a baktériumnovekedés gatlasi zonainak mérése és
értékelése (7). Standard feltételek mellett a gatlas mérete egyenesen aranyos a
szer koncentraciéjanak logaritmusaval (10).

A mikrobioldégiai modszerek olcsdok és széles kdrben alkalmazhatdk, mivel
potencialisan fedik majdnem a teljes antibiotikum-spektrumot egy vizsga-
lattal, szemben az immunoldgiai vagy receptor alapl prébakkal (9). A négy-
csészés modszer (EU4pt) altaldnosan hasznalt és nagyra értékelt vizsga-
6eljaras a rutinmunkaban, a mddszer legnagyobb elénye a gyorsasag és az
egyszerliség (5, 6). Egyarant hatékony nagyszamu fagyasztott-felengedett
vagy a friss minta vizsgalatara (2). Mindazonaltal ezen mdédszerek kevéssé
specifikusak és érzékenyek, O6sszehasonlitva a koltséges és idbigényes
kémiai analizissel.

Az antimikrobialis maradékanyagok kimutatasa olyan moddszereket igényel,
amelyek megfelel8en érzékenyek a maximalisan engedélyezett maradéka-
nyag-mennyiségek (maximum residue limit, MRL) észlelésére (3). Az MRL-ér-
tékek megallapitasa az eredeti mikrobioldgiai szlrdeljarasok Ujragondo-
lasara késztette a kutatékat (2, 8). Emlithet8k itt a négycsészés modszer
(EU4pt) és a Bacillus subtilis egycsészés eljards, amelyeket a korabbi id8-
szakban hasznéaltak, mivel Ggy értékelték, hogy ezek a mdbdszerek tobb
maradék anyag esetében nem elég érzékenyek (9, 4). Az utdébbi évtizedben
a mar javitott moddszerek fejlesztése felgyorsult. Kifejlesztettek egy hatle-
mezes mdédszert (combined plate microbial assay, CPMA), amely alapvet8en
a négycsészés modszer (EU4pt) kiegészitése Bacillus cereus és Escherichia
coli lemezekkel.

A hatlemezes agardifflziés médszernél (CPMA) haromnal a Bacillus sub-
tilis a vizsgalatban hasznalt mikroorganizmus. Ezért hataroztunk Ggy, hogy
kifejlesztlink egy Uj taptalajt, amely lehetdvé teszi az antimikrobialis haté-
anyagok jobb diffGziéjat. A vizsgalatokhoz a laboratériumunkban indikator-
mikrobak tenyésztésére kordbban kifejlesztett szintetikus taptalajok szol-
galtak alapul, mivel megfigyelhetd volt, hogy ezek a taptalajok lehetdvé
teszik a baktériumok anyagcseretermékeinek (pl. szerves savak) nagyon
gyors diffazidjat. Feltételeztik, hogy az antibakteridlis hatdbanyagok élel-
miszer-maradékanyagai hasonld mddon viselkednek, vagyis kifejezettebben
és intenzivebben diffundalnak, mint a hagyomanyos agarlemezekben.

Az irodalomban nem volt adat azokrdl a legegyszerlbb nitrogénvegyUletekrdl,
amelyeket kizarblag a Bacillus subtilis tud hasznositani. Figyelembe véve ezt a
tényt, el8szor kilonbozb szerves és szervetlen N-vegylleteket vizsgaltunk, és
azt taldltuk, hogy az amménia kivaléan alkalmas erre a célra. Ez a legegyszer(ibb
molekula, amely alkalmas Gram-negativ baktériumok tenyésztésére. Kiegé-
szitve glukdzzal és piruvattal, mint szénforrasokkal, foszfatpufferben a taptalaj
nitrogénforrasaul szolgalhat. A tovabbi vizsgalatokban a Bacillus subtilis négy 0j
szintetikus taptalajra, és 6sszehasonlitdsul a hagyomaéanyos Miuller-Hinton-tap-
talajra lett oltva.
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Miller—-Hinton-agar: huaskivonat (2,0 g/l), kazeinhidrolizatum (17,5 g/l),
keményitd (1,5 g/l), agaragar (16,0 g/l). A hékezelés 121 °C h&dmérsékleten 20
percen at tortént.

BSg-agar: ammoénium-szulfdat (1 g/l), gluikéz (4 g/l), dikdlium-hidro-
gén-foszfat (4 g/l), kadlium-dihidrogén-foszfat (1 g/l), agaragar (16,0 g/l).
A hékezelés 121 °C hémérsékleten 20 percig tartott.

BSp-agar: ammonium-szulfat (1 g/l), natrium-piruvat (4 g/l), dikali-
um-hidrogén-foszfat (4 g/l), kadlium-dihidrogén-foszfat (1 g/l), agaragar
(16,0 g/I. A hékezelés 121 °C hédmérsékleten 20 percen at tortént. A BSg- és
BSp-agarokbdél pH 6 és pH 8 vegyhatasU taptalajok készultek.

A Bacillus subtilis ATCC 6633 (BGA) torzset 7,0 pH-érték( agarra szélesz-
tettlk, majd 26 °C hdmérsékleten 10 napon at tartd inkubalds utan a féleg
spbrakat tartalmazd telepeket fizioldgias séoldattal lemostuk (0,85% nét-
rium-klorid-oldat). Ezt a szuszpenzidét 3024 g értéknél 10 percen at centri-
fugaltuk, hdromszor mostuk, majd az Uledéket Ujra szuszpendaltuk fiziolo-
gias sbéoldattal, és 70 °C hdmérsékleten 30 percig hdkezeltlk. A spéraszam
meghatarozasara az MPN-méddszert hasznaltuk, a végsd szuszpenzid spo-
ratartalma 107 spdéra/ml volt. A szuszpenzidét 4 °C alatti hémérsékleten
taroltuk.

A 10% spéra/ml végss koncentracid eléréséhez 0,1 ml B. subtilis BGA-spd-
raszuszpenziét adtunk 100 ml pH 6,0 vagy pH 8,0 vegyhatasd taptalajhoz.
A taptalajok dsszehasonlitdsa hatdéanyag-tartalma papirkorongokkal tor-
tént (Resistest HUMAN Co.), 6t parhuzamos méréssel. Az eljards ugyan-
olyan érzékeny, mint az agarlyukasztassal végzett hatdanyag-difflzids
mobdszer.

A kisérlet soran 21 antibakterialis hatbéanyagot vizsgaltunk. Az Uj taptalajok
ellen8rzésekor a hatéanyagok Miller-Hinton- (MH-) taptalajon kapott gat-
lasi zonainak atmérdje volt a viszonyitasi alap (100%). A vizsgalt 4 aminog-
likozid k6zul a neomycin gatlasi zénaja 144-164%, a gentamyciné 167-200%
volt az Uj taptalajokon (1. tdbldzat). A kanamycin a BSg pH 6 taptalaj alkal-
mazasakor ugyanakkora atmérében gatolta a B. subtilis fejlédését, mint
a MH-téptalajon vizsgéalva. A BSg pH 8 taptalajon és a BSp pH 6 és pH 8
taptalajokon viszont nagyobbak, 191-211% voltak az atmérdk viszonyitott
értékei. A streptomycin a BSg pH 8 és a BSp pH 8 taptalajokon nem ered-
ményezett nagyobb gatlasi zénat, mint a MH-téptalajon vizsgalva. Ezzel
szemben a BSg pH 6 és a BSp pH 6 Uj taptalajokon nagyobb gatlasi zonak
alakultak ki (163%). Az aminoglikozid hatéanyagok esetén tehat a vizsgalt
taptalajok Osszetétele jelentdsen befolyasolta a gatlasi zéna atmérgjét.

A vizsgalatba vont 5 penicillin (methicillin, oxacillin, ampicillin, penicil-
lin G, cloxacillin) valamennyi Gj taptalajon nagyobb atméré8ben gatolta a
B. subtilis fejl6dését (129-260%), mint a MH-taptalajon (2. tdbldzat).
Ugyanez mondhatd el a tovabbi 12 antibakterialis hatbanyag esetén is,
ahol az értékek 118-400% ko6zo6tt voltak.

Bakterialis kontaminacié esetén a zavard telepek csak a MH-tapagaron
voltak kimutathatdk, a szintetikus taptalajokon nem.
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1. TABLAZAT. Aminoglikozdok mikrobiolégiai vizsgdlata. A gatldsi z6ndk mérete 24 6rds B. subtilis tenyészetet tartalmazé téptalajon (mm)

TABLE 1. Microbiological assay of aminoglycosides. Size of the inhibitory zones on the medium containing B. subtilis after 24 h

incubation (mm)

1. Kanamycin
2. Neomycin
3. Streptomycin

4. Gentamycin

9 9 100 19 21 1 21 191 22 200
9 13 144 14 156 1 18 164 18 164
8 13 163 13 163 1 1 100 10 91

7 14 200 14 200 9 15 167 15 167

MH: Miller-Hinton agar, %1 a BSg agaron mért gatlasi zéna atmérdje a Muller-Hinton-agaron mért gatlasi zénahoz viszonyitva
%-ban; %,: a BSp-agaron mért gatlasi zéna atmérdje a Miller-Hinton-agaragaron mért gatlasi zénahoz viszonyitva %-ban.

2. TABLAZAT. Nem aminoglikozid antimikrobidlis hatéanyagok mikrobioldgiai vizsgdlata

TABLE 2. Microbiological assay of antimicrobials other than aminoglycosides

1. Methicillin
2. Oxacillin
3. Ampicillin

4. Penicillin

5. Cloxacillin

6. Erythromycin

7. Chlortetracyclin
8. Chloramphenicol
9. Polymixin B

10. Cefalexin

11. Lincomycin

12. Nitrofurantoin
13. Sulfadimidin
14. Cefoperazon
15. Tetracyclin

16. Nalidixsav

17. Ampicillin és Oxacillin

4 8 200 6 150 4 10 250 8 200
1" 16 146 16 145 8 16 200 16 200
17 22 129 24 141 16 22 138 25 156
10 18 180 22 220 1" 15 136 22 200
10 25 250 26 260 10 20 200 20 200
3 10 333 12 400 8 14 175 14 175

26 325 31 388 8 16 200 18 225
1 19 173 23 209 13 19 146 18 138
3 6 200 6 200 4 7 175 7 175
" 13 118 23 209 9 20 222 13 144
5 7 140 7 140 6 7 17 9 150
13 21 162 29 223 12 19 158 21 175
6 19 317 19 317 8 25 313 25 313
12 17 142 20 167 9 17 189 18 200
10 21 210 21 210 10 19 190 20 200
14 21 150 23 164 10 20 200 20 200
1 18 164 20 182 10 15 150 16 160

MH: Miller-Hinton agar, %, a BSg agaron mért gatlasi zéna atmérbje a Miller-Hinton-agaron mért gatlasi z6nahoz viszonyitva
%-ban; %2: a BSp-agaron mért gatlasi zéna atmérdje a Miller-Hinton-agaragaron mért gatlasi zénahoz viszonyitva %-ban.

Az antimikrobialis maradékanyagok kimutatasara alkalmas agarlemezmaodszerek
a baktérium gatlasi zéna mérésén és értékelésén alapulnak. A mddszer haté-
konysaganak novelése céljabdl négy szintetikus taptalaj elSallitasara és vizs-
galatara kerilt sor, amelyek ammoémiumsdét mint nitrogénforrast, glikézt és
natrium-piruvatot mint szénforrast tartalmaztak. A kisérleti taptalajok az anti-
mikrobas anyagok jobb difflzidjat tettek lehetévé, ezért a gatlasi zénak szignifi-
kdnsan nagyobbak voltak.

A vizsgéalt szintetikus taptalajok koézul a BSp pH 6,0 ajanlhatd leginkdbb az
antibakteridlis hatdéanyagok kimutataséara. Ezt a taptalajt hasznalva mind a

21 vizsgalt hatdanyag szignifikdnsan nagyobb gatlasi zonat adott B. subtilis
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esetén, mint a hagyomanyos MH-taptalaj. A gatlas atmérdjének viszonyitott
értéke a BSp pH 6.0 esetén 140-400% voltak. Osszefoglalva ez a tapkdzeg
nagyobb érzékenységlinek bizonyult az antibiotikum korongdiffiziés tesztben,
mint az MH-agar. Tovabbi elénye az (j taptalajnak, hogy erésen szelektiv tulaj-
donsaga miatt a szennyezd baktériumok kevésbé ronthatjak a vizsgalatokat,
mint a Muller-Hinton-agar esetében.
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