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Fremgangsmide til fremstilling af en enhed til
bestemmelse af antibiotika- og sulfonamidrester i
biologiske vasker, den herved fremstillede enhed og en
fremgangsmide til at udfgre bestemmelsen. Sporer fra en
mikroorganisme, der har en bred fplsomhed overfor de
antibiotika og sulfonamider, der skal undersgges for,
sattes til en agaroplgsning, siledes at de ikke kan
formere sig pi grund af mangel pd naringsstoffer
og/eller lav temperatur, men forbliver i live, medens
fglsomheden overfor sulfonamider er forgget ved tilsat-
ning af en lille mzngde trimethoprim, hvorefter agarop-
1¢gsningen stgrknes i x¢r af fortrinsvis gennemsigtigt
materiale. Enheden er meget al delig til bes lse
af antibiotika og sulfonamidrester i f.eks. malk,0g kan
udfgres af ikke-fagmznd. Undersggelsen udfgres ved at
sette naringsstoffer, (hvis de stadig mangler), samt en

mengde prgve til hed og inkub analy hed i

et valgt tidsrum ved en valgt temperatur.
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Opfindelsen angdr en fremgangsmade til fremstil-
ling af en enhed til bestemmelse af antibiotika=~ og
sulfonamidrester i biologiske vaesker sasom malk, kgdsaft,
serum og urin. Opfindelsen angar endvidere selve enheden
fremstillet ved hjalp af fremgangsmaden ifglge opfin-
delsen.

En tilsvarende fremgangsméde er blevet beskrevet
af Gudding, Acta. Vet. Scand. 17 (1976) side 458 til 464,
hvori der anvendes modificerede agarmedium plader pa
samme méde som beskrevet af Galesloot et al, Netherlands
Milk and Dairy Journal nr. 16 (1962) siderne 89 til 95,
hvori agar mediet er blevet tilpasset sédledes, at det
ved tilseztning af trimethoprim, TMP, (Merck Index 9.udga-
ve nr. 9377) er blevet muligt at bestemme sulfonamider.
Sulfonamider er i almindelighed forbindelser med en
substitueret eller usubstitueret SOZNHzfgruppe i para-
stillingen p& en substitueret eller usubstitueret ani-
linkerne s8som sulfamethoxazol[4-amino-N-(5-methyl-3-
isoxazolyl)benzensulfonamid]. Ved denne fremgangsmidde
anvendes blandt andet den termophile mikroorganisme
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis, som for-
trinsvis inkuberes ved ca. 60°C for at undgéd interfe-
rens fra mikroorganismer, der er til stede i den prgve.
Ved denne fremgangsmade skal der anvendes et meget spe-
cielt medium (Mueller-Hinton-medium) ,der er kendt for sit
meget lave indhold af sulfonamidantagonister, med hvil-
ket der skal fremstilles friske plader til hver bestem-
melse, og hvori den ngdvendige inkubationstid er mindst
6 timer. Denne fremgangsmade kraver derfor kvalificeret
laboratoriepersonale.

Disse betingelser er imidlertid uacceptable
under industrielle forhold, f.eks. i mejerier, og i
praksis har man brug for en hurtigere pr¢ve, hvor der
anvendes klar-til-brug udstyr{og som giver et resultat
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indenfor f& timer. Derudover har man i praksis brug for
en prgve, som ikke ngdvendigvis kraver kvalificeret
laboratoriepersonale og som kan udfgres af f.eks. chauf-
fgren, der transporterer malken fra landbrugeren til
mejeriet.

Engelsk patentbeskrivelse nr. 1.467.439 beskri-
ver en prgve, hvori der anvendes klar-til-brug udstyr.
Denne pr¢ve giver et resultat indenfor 1 1/2 til 4 ti-
mer, i almindelighed indenfor 2 til 3 timer, og kan
udfgres af ikke kvalificeret personale, men prgven er
kun velegnet til bestemmelse af antibiotika i biologi-
ske vasker s&som malk, kgdsaft, serum og urin og har
for lille fglsomhed til at bestemme sulfonamider.

Det er derfor overraskende, at man ved fremgangs-
maden ifglge opfindelsen opnar,at almindelige agarmedier
er tilstrazkkeligeog at lavere koncentrationer af TMP end
dem der er beskrevet af Gudding (10-120 ug/l i sammen-
ligning med 0,25 ug/ml svarende til 250 g/l ifglge
Gudding for bakterien Bacillus stearothermophilus, som
anvendes p.g.a. at den vokser ved temperaturer, der er
letale for mange andre bakterier, hvorved behovet for
sterilisation af m@lken under testen elimineres). Det
fremgdr endvidere af fremgangsmdden ifglge opfindelsen,
at inkubationstiden ikke pavirkes af TMP-tilsatningen.
Fordommene indfgrt af Gudding overvindes ved det oven-
navnte, som viser den industrielle anvendeliahed af
fremgangsmidden ifglge ansggningen. Testenhederne ifglge
ansggningen kan prefabrikeres og anvendes af lagfolk.

Derfor er der ved opfindelsen tilvejebragt en
fremgangsmdde til fremstilling af en enhed til bestem-
melse af antibiotika- og sulfonamidrester i biologiske
vesker sisom melk, kgdsaft, serum eller urin, hvilke
enheder omfatter et agarmedium podet med sporer af
Bacillus stearothermophilus var.calidolactis og inde-
holdende trimethoprim, hvilken fremgahgsméde er ejen-

dommelig ved, at sporer af Bacillus stearother-



10

15

20

25

30

35

DK 153333B

3
mophilus var. calidolactis (LMD 74.1) og trimethoprim

[2,4-diamino-5-(3,4, 5-tr:iméthoxybenzyl) -1,3-pyrimidin] ind- -
fgres i en eventuelt puffret umodificeret agaroplgs-
ning i koncentrationer pa 105 til 108 sporer pr. ml og
10-120 pg trimethoprim pr. liter agarmedium, og at der
tilszttes eventuelle naringsstoffer og en indikator, éﬂmﬁ
til pavisning af vakst af mikroorganismerne,til oplgs-
ningen, hvorefter agaroplgsningen lades stgrkne i rgr,
idet fremgangsmaden udfgres under sadanne betingelser, at
sporerne forbliver levende men ikke kan formere sig pa
grund af mangel p3 naringsstoffer og/eller pa grund af
lav temperatur.

Enhederne, der fremstilles ved fremgangsmaden

ifelge opfindelsen, og som er ejendomme ligeved det i
krav 2 angivne, gor det mgligt at opnd et resultat
indenfor 1 1/2 til 4 timer, i almindelighed indenfor
2 til 3 timer, hvadenten en prgve af en biologisk vaske
indeholder eller ikke indeholder et antibiotikum eller
en sulfonamid udover en forud fastlagt koncentration.
Det har overraskende vist sig, at prgven ogsa lykkes
uden at modificere mediet som beskrevet af Gudding, sé-
ledes at f.eks. mediet, der er beskrevet i engelsk
patentbeskrivelse nr. 1.467.439, kan bruges uden videre.
Det har ogsd overraskende vist sig, at aflasningstids-
punktet ikke ngdvendigvis udskydes. Ved valg af en
passende trimethoprimkoncentration og afl@sning ved
syredannelse eller reduktion, f.eks, ifglge den vertika-
le diffusionsprgvemetode beskrevet i engelsk patent-
beskrivelse nr. 1.467.439, kan prgvetiden ifglge denne
fremgangsmdde s&ledes opretholdes. Det md bemerkes, at
Gudding anvendte en trimethoprimkoncentration pd 0,25
ug/ml, hvorimod trimethoprimkoncentrationen anvendt ved
fremgangsmaden ifglge opfindelsen er lavere, -
Trimethoprim har @¢jendynlig ingen eller i det
vasentlige ingen indflydelse pa sporernes holdbarhed.

Yderligere kan en s&dan enhed lagres i mere end 1 &r.
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Eksempler p& rg¢r, der er anvendelige til opfin-
delsens formil, er gennemsigtige rg¢r enkelte eller i
szt eller kombineret til en blok af gennemsigtigt ma-
teriale, der er forsynet med et antal huller, der er
udformet deri.

De naringsstoffer, der er ngdvendige til mikro-
organismernes vakst, er fortrinsvis inkluderet i en
tablet eller en skive filtrerpapir eller lignende.
Tabletten eller filtrerpapiret anbringes ovenpad agar-
mediet fgr prgven udfgres. Neringsstoffer, f.eks. i en
tablet, kan ogsd indfgres i prgvergret pad forhdnd, hvor-
ved der fortrinsvis traffes foranstaltninger til at
undgd fugttransport fra agarmediet til tabletten.

Dette kan f.eks. ggres ved at beklade tabletten med en
fugtighedsmodstandsdygtigt lag f.eks. en voks; denne
bekladning m& forsvinde i lgbet af undersggelsen. En
voks med smeltetemperatur pa 35 til 550C,fortrinsvis

40 til 450C, er velegnet til dette formdl. Naringsstof-
ferne m& i det mindste indeholde en assimilerbar carbon-
kilde, f.eks. glucose, en assimilerbar nitrogenkilde,
f.eks. peptone, og en vakstfaktorkilde og mineraler
f.eks.garekstrakt. S&fremt neringsstofferne er inklu-
deret i agarmediet,b@dr enheden opbevares ved temperatu-
rer under de, hvori sporerne formerer sig (2 til 10%).

Indikatoren der anvendes er en syre-baseindika-
tor til en pH p& ca. 5,5, fortrinsvis bromcresolpurpur
eller phenolrgdt,eller en redoxindikator, fortrinsvis
2,3,5-triphenyltetrazoliumchlorid eller Brilliantsort.

Der anvendes sporer fra stémmén Bécillus stearothermo-
philus var. calidolactis, der er deponeret ved mikrobio=-
logisk laboratorium, Delft's tekniske universitet under nr. LMD 74,1
- hvor stammen er tilgengelig for offentligheden. Denne mikroorganisme
er yderst fglsom overfor penicilliner. Den vokser hur-
tigt og har yderligere den fordel, at dens optimale
vaksttemperatur er s& hgj, at andre mikroorganismer i
almindelighed ikke vokser, hvilket resulterer i, at der

kun er 1lille sandsynlighed for at disse mikroorganismer
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interfererer. Fortrinsvis har mikroorganismen endvidere

en hgj fglsomhed overfor andre antibiotika.

Mediet der anvendes ved fremgangsmaden ifglge
opfindelsen indeholder 105 til 108, fortrinsvis 106 til
107, sporer fra mikroorganismen pr. ml agarmedium.
Fremstillingen af det sporeindeholdende agarmedium er
beskrevet yderligere i engelsk patentbeskrivelse nr.
1.467.439.

Den mangde trimethoprim, der anvendes ved frem-
gangsmdden ifglge opfindelsen, er velegnet til bestem-

melse af 0,05 til 2 ug/ml af de fleste af de almindeligt
anvendte sulfonamider i prgven. Der anvendes gerne 10 til

120 ug, fortrinsvis 20 til 60 ug trimethoprim pr. liter
medium.

Ved bestemmelse af antibiotika~ og sulfonamidre-
ster i biologiske vasker sasom malk, kgdsaft, serum og
urin, anbringes den prgve, der skal undersgges, i det
ifglge opfindelsen fremstillede rg¢r og efterlades der
eller fjernes efter tilstrakkelig lang tid, f.eks. 15
til 30 minutter, til at antibiotika- og sulfonamidrester-
ne kan diffundere, hvorefter naringsstofferne om ngdven-
digt anbringes pd agarmediet, og testrgrets indhold in-
kuberes ved eller nar ved mikroorganismernes optimale
veksttemperatur i en forudbestemt periode, hvorefter in-
dikatorfarven bestemmes, hvilken farve angiver tilstede-
vaerelse eller fravaer af et antibiotikum og/eller sulfon-
amid udover en bestemt minimumskoncentration. Prgven er
meget simpel at udfgre, saledes at det ikke ef ngdvendigt
at anvende kvalificeret personale til prgven. Bestem-
melsen kan udfgres pd 1 1/2 til 4 timer, fortrinsvis 2
til 3 timer, efter prgvens start, hvilket er udprazget

kortere end ved den af Gudding beskrevne metode.
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Eksempel 1
Fremstilling af enheder uden naringsstoffer.
En kultur af Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis L.M.D. 74.1 blev inokuleret pa et medium

bestéende af:

Bacto naringsagar, Difco kode 0001 15 g
Bacto agar, Difco kode 0140 5 g
Dextrose 0,5 g
MnSO4xH20 30 mg
Destilleret vand til 1000 ml

Steriliseret i 20 minutter ved 1200C

Efter inokuleringen blev mediet inkuberet ved 60°C i
mindst 48 timer indtil der observeredes en god spore-
dannelse. Sporerne blev dernast opsamlet, vasket med de-
stilleret vand og opbevaret ved 4°c. Mazngden af levende

sporer blev registreret ved testning pd et medium besta-

ende af:

Bacto agar, Difco kode 0140 20 a
Bacto Tryptone, Difco kode 0123 8,5 g
Phytone Pepton, BBL kode 11905 1,5 ¢«
Dextrose 5 a
Destilleret vand til 1000 ml

Steriliseret i 20 minutter ved lZOOC

Efter inokuleringen blev mediet inkuberet 1 48 timer
ved 6OOC, hvorefter kolonierne blev talt. Destilleret
vand blev sat til eller vand blev fjernet fra sporesus-

8

pensionen indtil suspensionen indeholdt ca. 10" levende

kim pr. ml.
Af den ovennavnte sporesuspension indeholdende
lO8 kim pr. ml sattes 10 ml til den fglgende oplgsning:
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Bacto agar, Difco kode 0140 : 9 g
Natriumchlorid ’ 9 g
Trimethoprim 40 ug
Triethanolamin-puffer pH 9 100 ml
Destilleret vand til 1000 ml

Steriliseret i 20 minutter ved 120°C

Triethanolaminpufferen fremstilles ved oplgsning af 0,5
g triethanolamin x HCl1 i 90 ml destilleret vand, justering
af pH til 9 ved tilsatning af 4N NaOH (der behgves ca.
0,5 ml) og tilsztning af destilleret vand til et slut-
volumen pa 100 ml.

Mediet blev gjort flydende ved opvarmning og
dernast afkglet til 60°C. sterile testrgr med en diame-
ter pd ca. 9 mm blev hver fyldt med 0,5 ml af det sile-
des opndede medium, og man lod indholdet af testrgrene
stgrkne idet rgrene blev holdt i opretstdende stilling.
De fremstillede enheder blev opbevaret ved en temperatur

ok} 4.

Eksempel 2
Fremstilling af enheder med naringsstoffer.

10 ml af sporesuspensionen beskrevet i Eksempel

1 sattes til den fglgende opl@gsning:

Bacto agar, Difco kode 0140 9 g
Natriumchlorid 9 g
Trimethoprim 50 ug
Triethanolamin-puffer pH 9 100 ml
Stivelse 1500 20 g
Destilleret vand til | 1000 ml

Efter sterilisation i 20 minutter ved 120°¢ oplgses 4 g
Bacto gerekstrakt Difco 0127 i den stadig flydende op-
lgsning (ca. 60°C) .

Den videre fremgangsmdde til fyldning af testrg-

rene er som i Eksempel 1.
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~ Eksempel 3
Fremstilling af neringstabletter.

En blanding af 1462 g stivelse 1500, 270 g Bacto
gerekstrakt, Difco 0127, og 833 g dextrose —monohydrat
fyldes efter at vaere ledet gennem en sigte med en
maskevidde pd 710 um,i en Molteni mixer. Langsomt tilsat-
tes 375 ml ethylalkohol i 1lgbet af ca. 5 minutter, og
massen blandes i yderligere 5 minutter, sigtes gennem en
sigte med en maskevidde p& 1,4 mm, spredes ud pd plader-
ne i en tgrreovn i tynde lag og tgrres i 3 timer ved
37%.

Den tgrrede masse sigtes gennem en sigte med en

maskevidde p& 300 pm og blandes i en Molteni blander med

en mengde Precirol (handelsnavn for glycerinpalmitostea-
rat) lig med 1/19 af dens vagt. Tabletterne presses

i et Hoko apparat. Vagten af 10 tabletter skal vare
mellem 90 og 110 mg. Tabletterne skal opbevares i fla--

sker forsynet med et silicagelindsats.

Eksempel 4

Udfgrelse af en test med mazlkeprgver.

Sulfadiazin sattes til frisk komzlk i mangder
til opnaelse af koncentrationer p% i,5, 1,0; 0,75; 0,5;
0,35; 0,2 og 0,1 ug pr. ml,mens en prgve af komzlken
uden sulfadiazin anvendtes som kontrol. 8 Enheder frem-
stillet ved fremgangsmaden ifplge Eksempel 1 blev hver
forsynet med en naringstablet fremstillet ved fremgangs-
maden if¢lge'Eksempel 3, og 0,1 ml af hver af prgverne
blev sat til enhederne. Enhederne blev placeret i et
vandbad med en temperatur pa 6500, og man observerede
enhederne efter 2 1/2, 2 3/4, 3 og 3 1/2 timer. Resulta-
terne var som fglger: Med kontrolprgven blev agaren gul
efter 2 1/2 time. For prgverne indeholdende 0,5 ug sul-
fadiazin pr. ml eller mere var agaren farvet violet,
ogsd ved det sidste aflasningstidspunkt. Prgven indehol-
dende 0,35 ug blev gul efter 3 1/2 time, prgven indehol-
dende 0,2 ug efter 3 timer og den der indeholdt 0,1 ug
efter 2 3/4 timer.
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Det fremgdr sdledes af Eksempel 4, at man med
enhederne fremstillet ved fremgangsmdden kan pavise til-
stedeverelsen af sulfadiazin (der er et substitueret
sulfanilamid, og hvis virkning er sammenlignelig med sul-
fanilamids) indenfor et tidsrum pd mindre end 3 1/2 time
med koncentrationer pé& 0,1 - 1,5 ﬂg/ml i melk. Testen
er s8 enkel, at den kan udfgres af en ikke fagmand. Det
ses heraf, at testen udfgrt med enhederne fremstillet
ifglge opfindelsen frembyder vasentlige fordele 1 for-
hold til fremgangsmiden ifglge Gudding der for sulfanil-
amid kan udfgres af en fagmand pa 6-7 timer med koncen-

trationer ned til 0,25 ug.
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PATENTIXRAYV
1. Fremgangsm&de til fremstilling af en enhed
til bestemmelse af antibiotika- og sulfonamidrester i
biologiske vasker, hvilken enhed omfatter et agar-
medium podet med sporer af Bacillus stearothermophilus
5 var. calidolactis og indeholdende trimethoprim, k e n -
detegnet ved, at sporer af Bacillus stearother-
mophilus var. calidolactis (LMD 74.1) og trimethoprim
[2,4-diamino-5~(3,4,5~-trimethoxybenzyl)-l, 3-pyrimidin] ind-
fgres i en eventuelt puffret, umodificeret agaroplgs-
10 ning i koncentrationer pa 10° til 108 sporer pr. ml og
10-120 pg trimethoprim pr. liter agarmedium, oq at der
tilsettes eventuelt naringsstoffer og en indikator, egnet
til p&visning af vakst af mikroorganismerne, til oplgs-
ningen, hvorefter agaroplgsningen lades stgrkne i r¢r,
15 idet fremgangsm&den udfgres under sadanne betingelser, at
sporerne forbliver levende men ikke kan formere sig pa
grund af mangel p& naringsstoffer og/eller pd grund af
lav temperatur.
2. Enhed fremstillet ved fremgangsmaden if¢lge
20 krav 1, k ende tegnet ved, at enheden er uden
indhold af neringsstoffer og i kombination med
naringsstoffer i en tablet eller en filterpapirskive til-
passet til placering pa& agarmediet inden udfgrelse af

bestemmelsen.
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