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McDonnell Douglas Corporation; 3855 Lakewood Boulevard, Long Beach, Kalifornia

Yhdysvallat

Elatusliemi E.coli'n havaitsemiseksi kliinistd kiyttdid varten automatisoidun
mikrobianalysaattorin kanssa - Medium for detektion av E.coli fér kliniskt

bruk vid autematiserad mikrobanalysator

Esiteltivi keksintd kohdistuu koostumukseen mikrobianalyysii varten ja
erikoisesti vdliaineeseen Escherichia coli'n (E.Coli) havaitsemiseksi ja tun-
nistamiseksi virtsandytteisti.

Tédmén keksinncn mukainen vdliaine on parannettu vidliaine, joka on suun-
niteltu kiytettédviksi optisten ilmaisinsysteemien kanssa. Nidigssi syteemeissi
kdytetdin edullisesti mekanismia Jja laitetta, joka soveliuu midrdttyjen mikro-
organismien apnalysoimisekgi niytteisti kdyttiden muovilautasta tai - korttia,
joka sis#dltdi sarjan kuivattuja viljelyviliaineita erillisissi mutta yhdiste-
tyissd koloissa, jokaisen viliaineen ollessa spesifisen kullekin yksittdiselle
organismille. Kun ndyte sijoitetaan korttiin, sekoitetaan kolossa olevan vili-
aineen kanssa ja inkuboidaan koneessa, ndytteessi oleva organismi (tai organis-
mit) vaikuttaa t4lle organismille ominaiseen viljelyvdliaineeseen ja aiheuttaa
muutoksen vdliaineessa, minkd muutoksen kone lukee osoittaen tdmin organismin
lisndolon. Mputos viliaineegsa aiheuttaé muutoksen vdliaineen valonlipdisyomi-
naisuuksissa, so., vidrimuutoksen tai sameusmuutoksen. Muutos voi aiheutua orga-

nismin metabolisesta aktivisuudesta, joka esimerkiksi voi aiheuttaa hapon muo-



dostumista Jja muutoksen pH-arvossa, joka aiheuttaa virimuutoksen viliaineessa
olevasaa pH-arvolle herkidssd indikaattorissa. Muutos vidliaineen valonlidpiisy-
ominajisuuksissa voi aiheutua vidliaineeseen muodostuneesta saostumasta organismi
metabolisen aktiviteetin vaikutuksesta tai voi se aiheutua organismin kasvusta.

Edelldmainituissa korteissa kidytettdviksi suunnitellut spesifiset vdli-
aineet on kaikki suunniteltu edistédmiidn yhden mikro-organismin kasvua ja es~
tamiin muiden organismien kasvu, ne voidaan pakastekuivata ja voivat ne toimia
kortin koloissa vallitsevassa pienen 02-pitoisuuden omaavassa ympiristéssi.

Tdmdn keksinndn mukainen vdliaine on suunniteltu edistémiin gram-nega-
tiiviseén bakteerin Escherichia coli'n (E.coli) kasvua. Se sisiltdd sokeri-
ldhteitd, joita E.coli kdyttidd selektiivisesti muodostaen happoja ja sisdltdid
se lisdksi pH-arvolle herkk&d indikaattoria, pelkistettyid aniliinisinistd,
Joka muuttuu virittomisii siniseksi t3dllaisen haponmuodostuksen aiheuttamasta
pH-arvon muutoksen vaikutuksesta. Vidliaine gisdltid lisdksi yhdistelmin esto-
aineita muita gram-negatiivisia organismeja, pidiasiassa Klebsiella'aa vagtaan.
Bstoaineiden yhdistelm&én kuuluvat kumariinihappo, 3,4-dihydroksibentsoehappo
Ja saponiini. Tdmd yhdistelmid estdd Klebsiella'n kasvun ja sallii B.coli'n
kasvun., Vdliaine sisdltdi edelleen pinta-aktiivisia aineita gram-positiivisten
organismien estoaineina.

Esiteltdvdn keksinnén mukaisessa vidliaineessa kidytetdin E.coli'n muo-
dostumista edistdvid ravintoldhteitd, E.coli'n muodostamalle hapolle herkkii
bilogista pH- indikaattoria ja para-kumariinihapon, saponiinin ja 3,4-dihyd~
roksibentsoehapon muodostamaa yhdistelmid estimiin Klebsiella'nm kasvu sekd
muita inhibiittoreita estdmddn gram-positiivisten mikro-organismien kasvu.

Esiteltdvdn keksinnon mukainen havaitsemisvidliaine sisdltdi litraa kohti
noin 15,1 -28,0 grammaa ravintoaineita, noin 15-35 millilitraa indikaatto-
ria, joka osoittaa B.coli-organismin aiheuttaman hapon muodostumisen, noin
1,5-4,5 grammaa pinta-aktiivisia aineita gram-positiivisten organismien kasvun
estédmiseksi ja noin 0,05-1,5 grammaa p-kumariinihappoa, noin 0,05-1,5 grammaa
3,4-dihydroksibentsoehappoa, noin 0,75-1,25 grammaa saponiinia, mitkd yhdessd
estivit muiaen koli-tyyppisten organismien (tyypillisesti Klebsiella) kasvun,
jotka tavallisesti antavat positiivisia tuloksia testattaessa E.coli'a.

Viliaineen ravinto-osa sisdlt#i noin 4,0-6,0 g/l laktoosia, noin 4,0~
6,0 g/1 L-arabinoosia ja noin 4,0-6,0 g/1 gelysaattia ja noin 0,75-1,25 g/1
hiivauutetta.

Gelysaattia valmistaa BBL ja on se gelatiinibhydrolysaatti valmistettuna
nuttamalla haimaa ja on sille tunnusomaista pieni kystiini~ ja tryptofaani-

pitoisuus. Siti on helposti saatavana lddkkeissd kdytettynd kaupallisena ar-

tikkelina.



Useimmat E.coli lajit kdyttdvit laktoosia muodostaen happoa. L-arabi-
noosia kiytetidn ilmaisuaineena, koska se pienempi kuin 10 prosenttia oleva
ryhmd E.coli rotuja, jotka eivdt pysty helposti kidyttdmidn laktoosia, pystyy
kdyttdmddn sen. Tdten tidmd vidliaine, jossa kdytetdidn sokeriyhdistelmii, ha-
vaitsee kaikki E.coli rodut.

Sopivia korvikkeita gelysaatille ovat tryptikaasi, fytoni ja polypeptoni

bappihappojen suolaseosta, jota toimittaa BBL, kdytetiin estdmidin gram-
positiivisten organismien kasvua. Sappihappojen suolaseos sisdltdd sappiuvut-
teita ja on se pinta-aktiivisteh aineiden seos, joka estidid gram-positiivisten
organismien, kuten Bacillus-lajien kasvun., Muihin sopiviin pinta-aktiivisiin
aineisiin kuuluvat sappihappojen suolat No 3. taurokoliinihappo jne.
Sappibappojen suolaseos on kaupallisesti saatavaa materiaalia, jota yleisesti
kidytetdin estidmidn gram-positiivisten organismien kasvua.

5y4-dihydroksibentsoehapon, saponiinin ja para-kumariinihapon yhdistel-
mds kidytetdidn estdmiidn Klebsiella'n ja muiden kolimuotoisten organismien kas-
vua. Voidaan kdyttdd myos kumariinihapon orto- ja meta-muotoja. Nimid muodot
eivdt kuitenkaan estid kolimuwotoisten organismien kasvua yhtd tehokkaasti kuin
para-muoto.

Kédsittelyn alaisessa patenttianomuksessamme No ~---- ~me———, pAivitty
———————————— nimelle A. Wilkinson otsikolla "elatusliemi E.coli'n havaitsemi-
seksi", esittelemme viliaineen E.coli'n havaitsemiseksi, joka sisdltiid vain
kumariinihappoa estoaineena. On havaittu, ettd jos organismienseos on lésni,
so0.E.coli ja Klebsiella, tapahtuu ilmid jota ei tdysin ymmirreti. Niissi olo-
subhteissa kumariinihappo estdd sekd Klebsiella'n ettd E.coli'n kasvun. Olete-
taan, ettd Klebsiella on muuttanut kumariinihapon yhdisteiksi, jotka estidvit
myss E.co0li'n kasvun. Lisd&midlli saponiinia Ja 3,4-dihydroksibentsoehappoa
estyy timd& aikutus ja vain Klebsiella'n kasvﬁvéstyy ja E.coli'n sallitaan
kasvaa ja vaikuttaa metabolisesti laktoosiin ja L-arabinoosiin.

Tédssd havaitsemisvidliaineessa kdytetty indikaattori on biologinen pH-
indikaattori, jonka vidri muuttuu noin pH-arvolla 6,8-7,0., Pelkistetty aniliini-
sininen on suositeltava indikaattori, koska t&8m#d indikaattori muuttaa viridén
vArittomédstid siniseksi, joka voidaan helposti havaita otsikolla"automatisoitu
mikrobianalysaattori" varustetussa patenttianomuksessa esitetyn mekanismin
avulla. Jos aniliinisininen pelkistetdin menetelmdn avulla, joka on esitetty
Clifton Aldridge'n ja Michael Meyer'in patenttianomuksessa '"herkkid pH-indikaat-

tori", pdivdtty samalla pdiviam&drdlli, saadaan stabiili tai kirkas neste, joka



muuttuu sinigseksi pH-arvolla 6,8-7. Ei tunneta muuta indikaattoria, jolla on
sama vaikutus t3114 pH-alueella.

Hiivauutetta tai muuta bilogista uutetta voidaan lisdti myds vitamiini-
ldhteeksi. Hiivauutetta voidaan kdyttdd noin 0,95-1,05 g/1l. Hiivauutetta toi-
mittaa BBL ja on se autolysoitujen hiivasolujen vesiliuvkoinen uute. Nditd tuot-
teita on tavallisesti saatavissa useista lidhteisti.

Vdliaineen pH tdytyy pitd&d arvossa 7,5 ennen kiyttoid.

E.coli elatusliemen valmisgtus '
Sata millilitraa 2x v&dliainetta valmistetaan sekoittamalla 0,2 grammaa

p-kumariinihappoa ja 0,2 grammaa 3,4-dihydroksibentsoehappoa seki 3 millilitraa
1N NaOH/100 ml vdliainetta neljidsosaan tarvittavasta tilavuusmiiristi tislattua
vettd. Tdtd seosta lidmmitetdin, kunnes kaikki kiintedt aineet ovat liuenneet.
Tdhdn liuokseen lisdtddn tislattua vettd, kunnes tilavuus on 95 millilitraa
ja sitten lisdtddn 1,0 grammaa gelysaattia, 1,0 grammaa laktoosia 1,0 grammaa
L-arabinoosia, 0,6 grammaa sappihapposuolojen seosta ja 0,2 grammaa hiivauu-
tetta. Tdmdn jidlkeen sdddetddn pH arvoon 6,2 ja lisidtddn 5 millilitraa pelkis-
tettyd aniliinisini-indikaattoria yhdessd 0,2 gramman kanssa saponiinia,
pH-arvo tarkistetaan ja korjataan arvoon 7,5 lisdimidlli tarvittaessa emisti.
Liuos suodatetaan steriiliksi, sijoitetaan steriiliin s#iliéén ja varustetaan
nimilapulla.
Kiytts

Kdytetddn edelldesitetylli tavalla valmistettua kaksinkertaisen vahvuu-
den omaavaa vidliainetta. Valmistetta sijoitetaan virtsan seulontakortin ko-
loihin, jollainen on esitetty patenttianomuksessa "automaattinen mikrobianaly-
saattori" pakastekuivataan ja kortti teipataan vdliaineen suojaamiseksi.
Kaksinkertaisen vahvuuden omaavan viliaineen miiri vastaa puolta kolon tila-
vuudesta. Tdten, kun kolon loppuosa tédytetddn virtsandytteelld, véliaine
rehd yrautuu normaalissa, yksinkertaisen vahvuuden omaavassa pitoisuudessa,
jolla pitoisuudella se on toimiva.

Tiami vdliaine havaitsee lossolua/ml olevat E.coli'n pitoisuudet 12

tunnissa. Hieman pitempi havaitsemisaika vaaditaan pienemmilli pitoisuuksilla.



Patenttivaatimukset:

1. Koostumus E.coli'n selektiiviseksi toteamiseksi, tunnet tu
siitd, ettd se kidsittdd ravintoldhteen, indikaattorin B.coli'organismin liHsni
olon osoittamiseksi sek& aineen muiden kolimuotoisten organismien kasvun estid-
miseksi, jotka tavallisesti antavat positiivisen tuloksen E. colia testattaess

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus, t unne t t u siiti,
ettd estoaine on kumariinihapon, 3,4-~dihydroksibentsoehapon ja saponiinin yh-
distelmd.,

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen koostumus, tunne t t u siitid,
ettd estoaineeseen kuuluu para-kumariinihappo.

4. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukainen koostumus, t unne t t u
siitd, ettd estoaine sisdltdd noin 0,05-1,50 g/l para-kumariinihappoa, noin
0,05-1,50 g/1 3,4-dihydroksibentsoehappoa ja noin 0,75-1,25 g/l saponiinia.

5. Jonkun edelldolevan patenttivaatimuksen mukainen koostumus, t u n-
nettun siitd, ettd indikaattori on pelkistetty aniliinisininen.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen koostumus, t unne t t u siiti,
ettd indikaattori muunttuu viaritttmistd siniseksi pH:n muuttuessa arvosta noin
7,5 arvoon noin 6,8-7.

7. Jonkun edelldolevan patenttivaatimuksen mukainen koostumus, t u n -
nettu siitd, ettd siihen sisdltyy laktoosin ja L-arabinoosin yhdistelmy
ravintolihteend, jonka E.coli kidyttdi.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus, t unne t t uw siitid,
ettd se sisdltdd litraa kohti

(2) noin 0,05-1,50 grammaa para-kumariinihappoa,

(b) noin 0,05-1,50 grammaa 3,4-dihydroksibentsoehappoa,

(¢) noin 0,75~1,25 grammaa saponiinia,

(d) noin 4,0-6,0 grammaa laktoosia,

(e) noin 4,0-6,0 grammaa L-arabinoosia,

(f) noin 6,0 grammaa typpilihdetti,

(g) noin 0,75-1,25 grammaa hiivauutetta,

(h) noin 1,5-4,5 grammaa gram-positiivista estoainetta,

(i) noin 15-35 millilitraa biologista pH-indikaattoria ja

(j) tislattua vettd, kunnes tilavuus on 1 litra.



Patenttivaatimukset:

1. Koostumus E.coli'n selektiiviseksi toteamiseksi, tunne t tu
siitéd, ettd se kidsittdd ravintoldhteen, indikaattorin E.coli'organismin 1lisni
olon osoittamiseksi seki aineen muiden kolimuotoisten organismien kasvun esti-.
miseksi, jotka tavallisesti antavat positiivisen tuloksen E. colia testattaess.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus, t unne t t u sgiiti,
ettd estoaine on kumariinihapon, 3,4-dihydroksibentsoehapon ja saponiinin yh-
distelmd.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen koostumus, t unne t t u siitid,
etti estoaineeseen kuuluu para-kumariinihappo.

4. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai % mukainen koostumus, tunnet tu
siiti, ettd estoaine sisdltdd noin 0,05-1,50 g/l para-kumariinihappoa, noin
0,05-1,50 g/1 3,4-dihydroksibentsoehappoa ja noin 0,75-1,25 g/1 éaponiinia.

5. Jonkun edelldolevan patenttivaatimuksen mukainen koostumus, t u n-
nettu siitd, ettd indikaattori on pelkistetty aniliinisininen.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen koostumus, t unne t t u siitid,
ettd indikaattori muuttuu virittomidstd siniseksi pH:n muuttuessa arvosta noin
7,5 arvoon noin 6,8-7.

7. Jonkun edelliolevan patenttivaatimuksen mukainen koostumus, t u n -
nettu siitd, ettd siihen =isdliyy laktoosin ja L-arabinoosin yhdistelmi
ravintol&dhteend, jonka E.coll kdyttdd.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus, t unne t t u siiti,
ettd se sisiltdd litraa kohti

(a) noin 0,05-1,50 grammaa para-kumariinihappoa,

(b) noin 0,05-1,50 grammaa 3,4-dihydroksibentsoehappoa,

(¢) noin 0,75-1,25 grammaa saponiinia,

(d) noin 4,0-6,0 grammaa laktoosia,

(e) noin 4,0-6,0 grammaa L-arabinoosia,

(f) noin 6,0 grammaa typpilihdettd,

(g) noin 0,75-1,25 grammaa hiivauutetta,

(h) noin 1,5-4,5 grammaa gram-positiivista estoainetta,

(i) noin 15-35 millilitraa biologista pH-indikaattoria ja

(j) tislattua vettd, kunnes tilavuus on 1 litra.



9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus, t unne t t u siiti,
ettd se sisdltdid litraa kohti:
(a) noin 1 gramman para-kumariinihappoa,
(b) noin 1 gramman 3,4~dihydroksibentsoehappoa,
(c) noin 1 gramman saponiinia,
(d) noin 5 grammaa laktoosia,
(e) noin 5 grammaa L-arabinoosia
(f) noin 5 grammaa typpildhdetts,
(g) noin 1 gramman hiivauutetta,
(h) noin 3 grammaa gram-positiivista estoainetta,
(i) noin 25 millilitraa biologista pH-indikaattoria ja
(3) tislattua vettd, kunnes tilavuus on 1'litra.
10. Koostumus E. coli'n selektiiviseksi tunnistamiseksi, tunnet tu

siitd, ettd se on pdiosin esitetty edelld,



Patentkrav:

1. Komposition fo8r selektivt identifierande av E.colji, k 8 n -

netecknaddarav, att den omfattar en kd&lla ndringsdmnen; en

indikator fér att péavisa nédrvaron av E,celi-

organismer; och medel

foér att ha@mma tillvéxten hos andra coliformlikande organismer, vilka

normalt ger positiva resultat vid testande av e.coli.

2'

Komposition enligt patentkravet 1,

kdnnetecknad

dérav, att det hd&mmnade medlet &r en kombination av kumarinsyra, 3,4-

dihydrobensoesyra, och saponin.

3.

Komposition enligt patentkravet 2, -

kdnnetecknad

dirav, att det h&mmande medlet inkluderar para-kumarinsyra.

4‘

Kamposition enligt patentkravet 1,

tecknaddérav, att det amfattar ca, 0,0

bensoesyra och ca, 0,75-1,25 g/1 saponin,

5.

Komposition enligt négot av firegée

nee £t e c knadddrav, att indikatorn &r re
(anilinbldtt).

6.

Komposition enligt patentkravet 5,

2, eller 3, k@ nne -
5-1,50 g/1 3,4-dihydroxi-

nde patentkrav, k & n -

ducerad Aniline Blue

k & nnetecknad

dérav, att indikatorn férdndras fran firglés till bld d& pH-vardet
férédndras frédn 7,5 till ca 6.8-7,

7.

Komposition enligt nagot av féregde

nde patentkrav, k &8 n -

hetecknad qérav, att den inkluderar en kombination av laktos

och L-arabinos som nadringskdllor och vilka j&dses av E.coli.

8. Komposition enligt patentkravet 1, Kk & nnetecknad

dédrav, att den per liter omfattar:

al
b)
c)
d)
e)
fl

g)
h)

i)

J)

ca. 0,05-1,50 g para-kumarinsyra,
ca. 0,05-1,50 g 3,4-dihydroxibensoce
ca, U,75-1,25 g saponin,

ca. 4,0-6,0 v laktos:

ca. 4,0-6,0 g L-arabinos,

frén ca., 6,0 g kvavekilla,

ca, 0,75-1,25 g jastextrakt,

ca. 1,5-4,5 g positiv inhibitor,

ca. 15-35 ml biologisk pH-indikator,

destillerat vatten till 1 liter.

syra,

och



9, Komposition enligt patentkravet 1, k @ nnetecknad

ddrav, att den per liter omfattar:

a)
b)
c)
d7)
e)
f)
g)
h)
i)

J)

10. Komposition fér selektivt identifierande av E.coli,

netecknaddirav, att den vasentligen &r sisom har beskrivits,

ca. 1 g
ca. 1 g
ca, 1 g
ca. 5 g
ca. 5 ¢g
ca. 5 g
ca. 1 g
ca. 3 g

para-kumarinsyra,
3,4-dihydroxibensoesyra,
saponin,

laktos,

L-arabinos,

kvidvekdlla,

jastextrakt,

positiv inbibitor

ca 25 ml biologisk pH-indikator, och
destillerat vatten till 100%.

k 8 n
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