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RESUMO
“TESTE DE SANGUE E URINA”

A presente invencdo providencia um meio de teste que
compreende um microorganismo de teste, um indicador e um
metal na sua forma ionizada, em que a valéncia do referido
metal é pelo menos 2 e a concentracdo do referido metal
estd entre 0,001 M e 1 M. Além disso, ¢é providenciado um
método para a determinacdo da presenca de um antibidtico
caracterizado por ser adicionado um sal metédlico ao
referido meio de teste e/ou a referida amostra de fluido.
Finalmente, ¢é ©providenciado um kit adegquado para a

determinacdo de um antibidético num fluido.
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DESCRICAO
“TESTE DE SANGUE E URINA”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo diz respeito a um novo método para a
deteccdo rapida da presenca ou auséncia de residuos de

medicamentos antimicrobianos na urina e sangue.

ANTECEDENTES DA INVENCAOQO

Os medicamentos antimicrobianos nédo sdo apenas aplicados
como medicacdo, mas sdo também amplamente utilizados como
substéncias promotoras do crescimento na medicina
veterindria. Na agricultura moderna, a utilizacdo legal de
medicamentos veterindrios como aditivo em racdes € uma
pratica comum. Estes aditivos alimentares previnem a doenca
do animal, aumentam © seu crescimento ou aumentam a
eficdcia da racdo. Os compostos podem ser adicionados a
racdo ou a &gua potavel dos animais. Em alguns paises ¢é
permitida a administracdo por injeccdo de por exemplo
substédncias promotoras do crescimento, aumentando assim a
quantidade de medicamentos antimicrobianos nos alimentos
humanos. E o6bvio que pode também ocorrer a utilizacéio

ilegal de medicamentos veterinarios.

A presenca de medicamentos antimicrobianos nos alimentos é
uma preocupacgdo crescente entre os consumidores. As
reaccdes alérgicas e efeitos na flora intestinal humana
causados por antibidéticos s&do bem conhecidos. Qutra questédo
é o desenvolvimento de bactérias resistentes. E bem
conhecida que a utilizacdo incorrecta de antibidticos (i.e.

administracdo quando tal ndo ¢é necessario com Dbases



médicas, ou ciclos de tratamento incompletos) ¢é a mais
importante causa do desenvolvimento de resisténcia a
antibidticos. Também, a presenca de compostos
antimicrobianos nos alimentos leva a um aumento de
bactérias resistentes a medicamentos. As bactérias
patogénicas para humanos podem assim desenvolver
resisténcia a antimicrobianos, que sdo utilizados tanto
como aditivos para racdes e na medicina humana. Outra
desvantagem da utilizacdo de antibidticos em racdes como
promotores de crescimento ¢ o facto de os antibidticos
influenciarem de modo negativo o processo de producdo de
produtos derivados de carnes fermentadas tais como

salsichas, devido a inibicdo das culturas iniciais.

A maioria dos medicamentos veterindrios entram na cadeia
alimentar humana através da carne proveniente de animais
para abate ou através de produtos de origem animal como o

leite e os ovos.

O controlo da presenca de medicamentos antimicrobianos em
animais para abate, produtos de origem animais e produtos
alimentares, ¢ uma qguestdo importante na industria
alimentar. Na maioria dos ©paises foram estabelecidos
limites méximos de residuos ou niveis de tolerédncia para
residuos de medicamentos em carne fresca e produtos a base
de carne. Para compostos que ndo sdo permitidos existe uma
tolerédncia zero, tais substdncias nunca podem estar
presentes em produtos de origem animal. Para a maioria dos
medicamentos é determinado um intervalo de seguranca. Este
¢ 0 periodo minimo entre o Ultimo tratamento e o momento do
abate. Durante este periodo os residuos do medicamento
diminuem até um nivel inferior ao limite méximo de

residuos. No entanto, em alguns casos, mesmo apds o



intervalo de seguranca podem ainda estar presentes no
animal concentracdes de medicamento demasiado elevadas. Tal
pode ser causado por diferencas naturais individuais no
metabolismo, ou por perturbacdes no processo de excrecdo do
medicamento devido a doenca. Finalmente, o0s procedimentos
podem ndo ter sido aplicados correctamente nos intervalos
de seguranca. Na maioria dos paises a legislacdo que diz
respeito a residuos de medicamentos veterindrios em
produtos alimentares ¢ mantida wutilizando um programa
oficial de controlo. De modo geral, as 1instituicdes
governamentais examinam uma determinada percentagem dos
animais abatidos para a presenca de residuos de
medicamentos veterindrios. De modo adicional, os matadouros
ou supermercados podem examinar também a carne crua,
produtos derivados de carne e o6rgdos tais como o rim e O

figado.

Ainda que muitos dos medicamentos antimicrobianos mais
importantes sejam excretados através da wurina, até ao
momento a urina praticamente ndo é utilizada como substrato
para examinar a presenca ou auséncia de medicamentos
antimicrobianos em animais para abate. O0s exemplos de
medicamentos antimicrobianos animais, que sdo excretados
por intermédio da urina, sdo os R-lactimicos tais como a
amoxicilina, ampicilina, penicilina G e a penicilina V,
tetraciclinas tais como a clortetraciclina e
oxitetraciclina, aminoglicdésidos tais como a gentamicina e

a estreptomicina, e sulfonamidas tais como a sulfadimidina.

A quantidade de compostos antimicrobianos na urina é
indicativa dos niveis de compostos antimicrobianos na
porcdo comestivel do animal, p.ex. o tecido muscular e o

figado. E fé4cil compreender que o exame da urina oferece



vantagens enormes. Para muitas espécies de animais é
bastante simples a obtencdo de amostras de urina Jj& dque
muitos animais tém momentos especificos durante os quais a

urina é excretada.

A utilizacdo da urina como amostra para testar a presenca
de medicamentos antimicrobianos na carne, permitiria que o
animal fosse testado antes do abate. Tal oferece a
possibilidade ao agricultor de verificar se o intervalo de
seguranca foi terminado como esperado. Caso contréario, o
agricultor decidird esperar alguns dias antes do transporte
do animal para o matadouro. Os prejuizos econdmicos no caso
de um animal ser determinado positivo para antibidticos
apés o abate sdo elevados. E bastante 6bvio que todo o
sistema de controlo para a deteccdo de residuos de
medicamentos antimicrobianos na cadeia alimentar humana
serd mais eficiente se os animas forem examinados antes ao

invés de apds o abate.

Como alternativa podem ser utilizadas amostras de sangue de
animais para determinar a presenca ou auséncia de residuos
de medicamentos antimicrobianos em animais para abate.
Tanto as amostras de urina como de sangue podem obviamente
ser obtidas apds o abate do animal. Nesse caso as porcdes
de carne valiosas ndo tém que ser danificadas para obter

uma amostra.

Os residuos antimicrobianos podem ser detectados utilizando
testes de inibicdo microbial (p.ex. testes de difusdo em
agar). Tais métodos s&do principalmente utilizados para
examinar fluidos de leite e carne e estdo descritos nos
documentos GB A 1467439, EP 0005891, DE 3613794, CA
2056581, EP 0285792 e US 5,494,805. Todas estas descricdes



lidam com testes prontos a usar que utilizam um organismo
de teste. O organismo de teste é maioritariamente embebido
num meio de agar, que pode conter um indicador, uma solucéo
tampéo, nutrientes e substéncias para alterar a
sensibilidade para determinados compostos antimicrobianos

de modo positivo ou negativo.

Os organismos de teste adequados sédo estirpes de Bacillus,
Streptococcus e/ou Escherichia coli. De modo geral o
principio do teste ¢é qgue quando o0S compostos anti-
bacterianos estao presentes numa amostra com uma
concentracdo suficiente para inibir o crescimento do
organismo de teste, a cor de um indicador &cido/base ou
redox ¢ mantida, enquanto na auséncia de inibicdo o
crescimento do organismo de teste ¢é acompanhado pela
formacdo de metabolitos que irdo alterar a cor do
indicador. Os métodos de teste actualmente disponiveis sé&o
adequados para a deteccdo de residuos antimicrobianos em
muitos tipos diferentes de amostras. No entanto o problema
com estes métodos de teste ¢ o facto de a deteccdo de
residuos antimicrobianos na urina e no sangue nado ser
possivel devido a presenca de substédncias perturbadoras.
Estas substéncias interferem «com o teste originando

resultados falsos positivos.

S&d0 conhecidos alguns métodos de preparacdo das amostras de
urina e de sangue. O método mais simples é a diluicdo da
amostra com &agua (pelo menos trés vezes). No entanto é
6bvio que a diluicdo da amostra leva a uma perda de

sensibilidade com o mesmo factor.

O ajuste do pH de cada amostra de urina e de sangue para um

determinado valor elimina as diferencas entre as amostras.



No caso da urina o ©pH pode apresentar diferencas
consideréaveis. Estas flutuacdes sdo observadas entre
espécies, entre animais da mesma espécie e de dia para dia
para o mesmo animal. Por exemplo, devido a diferencas na
racdo e no intervalo de tempo necessadrio para obter as
amostras de urina o pH pode sofrer fortes variacdes entre
valores &cidos e béasicos. No entanto, tais métodos néo
podem ser utilizados na préatica, Jj& gue o mais conveniente
seria o exame das amostras de urina no local do agricultor.
A medicdo do pH exacto e a titulacdo da amostra para um
determinado valor de pH com a utilizacdo de solucgbes &cidas
ou alcalinas ¢ demasiado complexa nesta situacdo. A este
respeito Erasmunson et al. (Analyst 123, 2497-2499 (1988))
sugeriram a remocdo de bicarbonato das amostras de urina
anterior a anédlise por tratamento &cido até pH 5,5. As
desvantagens desta abordagem sdo o facto de ser necesséaria
a realizacdo de muitas operacdes tais como a adicdo de
vdrias aliquotas de 4cido, medicdo do wvalor de ©pH e
permitir que o didéxido de carbono evolua e o facto de as
amostras serem diluidas diminuindo assim a sensibilidade.
Além disso foi também observado que o ajuste do pH né&o
oferece uma solucdo satisfatéria para a maioria das
amostras J& que ocorrem ainda resultados falsos positivos.
Finalmente também ajustando o pH, novamente uma grande

desvantagem é a diluicdo da amostra.

Pode ser concluido gque até agora ndo estd disponivel
qualgquer método de teste adequado para a deteccdo de
residuos antimicrobianos em amostras de urina e de sangue.
Os métodos actuais ndo sdo fidveis, s&do morosos e podem

originar resultados falsos positivos.



SUMARIO DA INVENCAO

E um objectivo da presente invencdo providenciar um meio de
teste melhorado e um método para a determinacdo de
antibidéticos em fluidos, de modo particular sangue e urina.
Surpreendentemente, verificémos haver uma melhoria
substancial que é possivel obter agquando da aplicacdo de um

sal de um metal alcalino terroso ao meio de teste.

Para este propdsito, é providenciado um meio de teste que
compreende um microorganismo de teste, um indicador e um
metal na sua forma ionizada, para o qual o metal é& um metal
alcalino terroso e a concentracdo de referido metal esté

entre 0,005 M e 1 M.

Além disso, é providenciado um método para a determinacédo
da presenca de um antibidético num fluido que compreende oS

seguintes passos:

(a) colocar em contacto uma amostra do referido fluido com
um meio de teste que compreende um microorganismo de teste

e um indicador;

(b) incubar o microorganismo de teste durante um intervalo
de tempo para cultivar o microorganismo de teste no caso de

ndo estar presente antibidtico na amostra de fluido; e

(c) detectar o crescimento ou inibicdo do crescimento do

microorganismo de teste com o indicador.

caracterizado por ser adicionado um sal de um metal
alcalino terroso ao referido meio de teste e/ou a referida
amostra de fluido e a concentracdo do metal no meio de

teste e/ou amostra estd entre 0,005 M e 1 M.



E também providenciado um kit adequado para a realizacdo do

método de acordo com a invencdo, compreendendo o kit:

(a) pelo menos um recipiente pelo menos parcialmente cheio
com um meio de teste que compreende um nutriente de

microorganismo de teste e pelo menos um indicador, e;

(b) um sal de um metal alcalino terroso para o qual a
solubilidade do sal do metal em adgua a 20 °C é pelo menos

0,02 M,

ou compreendendo o meio de teste de acordo com as

reivindicacdes 1 ou 2.

E também providenciada a utilizacdo de um sal de um metal
alcalino terroso para tratar a amostra antes da
determinacdo da presenca ou auséncia de um antibidético num

teste de inibic&do microbiano.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Os termos e abreviacdes indicados abaixo sdo utilizados ao

longo desta apresentacdo e sdo definidos como se segue.

O termo “antibidético” refere-se a uma ou mais substéncias
ou constituintes quimicos de uma amostra que apresenta

actividade anti-bacteriana.

O termo “fluido” refere-se a substéncias ou composicdes que
possuem particulas que se movem facilmente e que alteram a
sua posicdo relativa sem que haja separacdo da massa, Jque
cede facilmente sob pressdo e que é capaz de fluir. No gue

diz respeito a presente invencdo, o termo “fluido” refere-



se a composicdes tails como solucdes aquosas, sangue, guano,

liquido proveniente de carne, leite, urina e semelhantes.

O termo “antibidético B-lactémico” refere-se a antibidticos
que compreendem uma estrutura B-lactdmica na sua estrutura
quimica e que apresentam actividade anti-bacteriana. S&o
exemplos dos referidos antibidéticos B-lactémicos a
amoxicilina, ampicilina, cefaclor, cefadroxil, cefprozil,
ceftiofur, cefalexina, cefapirina, cefradina, cloxacilina,
dicloxacilina, fluoxacilina, oxacilina, penicilina G,

penicilina V e ticarcilina.

0O termo “indicador” refere-se a um composto ou substéncia
que, quando se altera de um estado para outro, providencia
um sinal detectédvel tal como uma alteracdo na cor ou

fluorescéncia.

O termo “teste” refere-se a um método, procedimento,
processo ou reaccao utilizada para identificar,
caracterizar ou quantificar um ou mais antibidticos ou

classes de antibidéticos.

O termo “dispositivo de teste” refere-se aos componentes ou

parte dos componentes adequados para realizar o teste.

O termo “meio de teste” refere-se a um liquido ou suspensédo
solidificada de microorganismos de teste, compreendendo
ainda pelo menos um indicador e compreendendo opcionalmente
nutrientes e substédncias tampdo. O meio de teste sera
preferencialmente solidificado na forma de um gel ou sol

por intermédio de um agente gelificante.
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0 termo “microorganismo de teste” refere-se a um
microorganismo que é sensivel em relacdo aos antibidticos e
que é adequado para monitorizar a presenca ou auséncia de

crescimento.

O termo “limite” refere-se ao valor da concentracdo acima
do qual um determinado antibidético deve ser considerado
como presente e abaixo do qual o referido antibidtico deve
ser considerado como ausente. De modo geral, é fornecido um
valor limite para cada antibidético em particular pelas
autoridades locais, regionais ou inter-regionais mas pode
também estar predefinido para determinados propdsitos de

investigacéio.

O termo “valéncia” refere-se ao grau de poder de combinacéo
de um elemento, tal como um metal, como mostrado pelo
numero de pesos atdémicos de um elemento univalente (como o
hidrogénio) com 0s quais o numero atdmico do elemento ira
combinar ou para os quais pode ser substituido ou com o

qual pode ser comparado.

Num primeiro aspecto da invencgdo é providenciado um meio de
teste para a deteccdo de compostos antimicrobianos em
fluidos que compreende um ou mais tipos de microorganismos
de teste com agentes de deteccdo, um indicador e um metal
na forma ionizada. De modo inesperado, foi verificado que
quando é utilizado um metal na forma ionizada no meio de
teste, o0s problemas do estado da técnica acima mencionados
puderam ser ultrapassados com retencdo da sensibilidade do
teste. De modo preferido, a valéncia do referido metal ¢é
pelo menos 2. O metal é um metal alcalino terroso. Exemplos
de tais metais s&o o bario, berilio, célcio, magnésio, e

estréncio. De modo mais preferido, o referido metal é o
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badrio ou o célcio. A concentracdo do referido metal no
referido teste é entre 0,005 M e 1 M, de modo preferido
entre 0,01 e 0,1 M. Os ides adequados como contra ides para
0os 1des metédlicos sdo ides gue cumprem o0s requisitos de
solubilidade. Os contra 1d6es preferidos s&o acetato,
benzoato, brometo, cloreto, 1iodeto, nitrato, nitrito e em
alguns casos sulfato. Os sais metédlicos devem ter
solubilidades em &gua que permitam a fécil dissolucdo do
sal metédlico na amostra de teste ou no meio de teste. De
modo geral a referida solubilidade em adgua deverd ser igual
a ou superior a 0,01 M, de preferéncia igual ou superior a
0,02, mais preferivelmente igual ou superior a 0,1 M, de
modo preferido igual ou superior a 1 M. Os sais metéalicos
preferidos sdo o brometo de bario, cloreto de bario, iodeto
de bério, nitrato de bério, cloreto de berilio, sulfato de
berilio, acetato de céalcio, brometo de cédlcio, cloreto de
cédlcio, 1odeto de célcio, nitrato de célcio, cloreto de
magnésio, e sulfato de magnésio. De modo mais preferido o

sal metdlico é cloreto de célcio.

De modo opcional, o meio de teste também pode conter
nutrientes, estabilizadores, e substdncias que alteram a
sensibilidade a determinados compostos antimicrobianos de
modo positivo ou negativo, e/ou agentes que aumentam a
viscosidade. S&o exemplos de substédncias que alteram a
sensibilidade a determinados compostos antimicrobianos séo
a adenosina e antifolatos como a ormetofirina,
tetroxoprima, e trimetoprima que melhoram a sensibilidade
do organismo de teste em relacdo a compostos sulfatados ou
sais de &cidos oxalicos o acido hidrofludérico, que melhora
a sensibilidade em relacdo a tetraciclina. Pode ser
adicionada <cisteina para diminuir a sensibilidade em

relacdo a penicilina, gquando necessario. Sdo exemplos de
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agentes gue aumentam a viscosidade o ascorbil metilsilanol
pectinato, carbdémero, celulose de carboximetilo, &lcool
cetearilico, &lcool cetilico, ésteres cetilicos, cocamida
DEA, cera emulsionante, glucose, celulose de hidroxietilo,
celulose de hidroxipropilmetilo, lauramida DEA, linoleamida
DEA, silicato de magnésio e aluminio, maltodextrinas,
distearato PEG-8, ©poliacrilamida, dlcool polivinilico,
copolimero PVP/hexadeceno, cloreto de sdbddio, sulfato de
sédio, propil betaina de soja, goma xantana e semelhantes.
De modo alternativo, os ingredientes opcionais do meio de
teste acima mencionados podem também ser adicionados de

modo exdgeno.

O meio de teste compreende um ou mais indicadores, no
entanto, estes compostos podem também ser adicionados
durante o método de teste. Pelo menos um indicador esta
presente durante o cultivo do microorganismo na presenca da
amostra de fluido de modo a indicar quaisquer alteracdes
que tomem lugar no meio de reaccdo. Um especialista na
técnica entende que muitos indicadores sdo adequados para
este propdsito. Sdo particularmente Uteis os indicadores
que, agquando da mudanca de um estado para o outro,
providenciam um sinal visualmente detectéavel tal como uma
alteracdo na cor ou fluorescéncia. Tais indicadores podem
ser facilmente seleccionados de manuais tais como “H.J.
Conn’s Biological Stains”, R.D. Lillie ed., Baltimore,
1969. Os indicadores preferidos sdo indicadores de pH e/ou
indicadores redox. Sdo exemplos de indicadores adequados os
Azul Acido 120, Laranja Acido 51, Amarelo Acido 38, A&cido
Alizarina, Azul de Alizarina, Azul A, Azul B, Azul Dbéasico
3, Negro Brilhante, Azul de Cresil Brilhante, Croceina
Brilhante MOO, Amarelo Brilhante, Purpura de Bromocresol,

Azul de Bromofenol, Vermelho de Bromofenol, Azul de
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Bromotimol, Vermelho do Congo, Galocianina, Carmim de
Indigo, Verde Janus B, Tornesol, Azul de metileno, Azul do
Nilo A, Amarelo de Nitrazol (também referido como Amarelo
de Nitrazina), o-Nitrofenol, p-Nitrofenol, 1-10
Fenantrolina, Fenolftaleina, Safranina O, Tionina, Azul de

Toluidina.

Numa forma de realizacdo do primeiro aspecto da invencdo, o
meio de teste estd de modo preferido na forma de um sol ou
gel. S&do exemplos adequados de agentes gelificantes o agar,
dcido alginico e sais do mesmo, carraginato, gelatina,
hidroxipropilguar e derivados do mesmo, goma de alfarroba
(goma de farinha de semente de alfarroba), alga FEuchema
processada e semelhantes. A quantidade de agente
gelificante no meio de teste estd entre 2 e 100 g 17%, de
modo preferido 5 e 50 g 1%, de um modo mais preferido
entre 10 e 20 g 17!, e no modo mais preferido entre 12 e 15
g 17'. No entanto, o técnico especializado compreenderd que
outros tipos de meios de teste sbdélidos podem ser baseados
em materiais transportadores tais como cerédmica, algodio,
vidro, particulas metédlicas, papel, polimeros em qualquer
molde ou forma, silicatos, esponjas, 1&d e semelhantes. No
caso de dispositivos de teste comerciais tais como
Premi®Test ou Delvotest® o meio de teste estd presente em
tubos ou placas. S&do exemplos de dispositivos uUteis para o
propdsito da invencdo os tubos transparentes, unitarios ou
em conjunto ou combinados como um bloco de material
transltcido providenciado com diversas perfuracdes ai
moldados. De modo preferido os dispositivos de teste
possuem determinadas dimensdes. Tal deve-se a fiabilidade
do teste. No caso de um teste baseado na tecnologia de
difusdo em agar sdo utilizados tubos de modo preferido. O

dispositivo de teste iréd ser de modo preferido
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suficientemente alto para conter um quantidade de meio agar
e de amostra que corresponde a uma altura de 3-30 mm, de
modo mais preferido 5-15 mm. A dimensdo do corte
transversal interno das unidades de teste ¢é de modo
preferido 1-30 mm, de modo mais preferido 5-15 mm. Os
dispositivos de teste sdo de modo preferido encerrados de
modo estanque durante o armazenamento, condicdes sob as
quais podem ser armazenados durante pelo menos vVAarios
meses. E claro que pode ser utilizado qualquer outro
dispositivo de teste adegquado para a execucdo do método da
invencdo. O volume de meio agar no dispositivo de teste é
determinado pela altura do dispositivo de teste e pela
percentagem do volume do dispositivo de teste, qgque esté
cheia com o meio agar. O volume do meio agar & de modo
preferido 0,01-5 ml, de modo mais preferido 0,1-1 ml. Numa
forma de realizacdo alternativa, o dispositivo de teste é
uma placa que compreende um ou mais pocos contendo o meio
de teste. Uma amostra do fluido a ser analisado pode ser
adicionada directamente a um poco que contém o meio de
teste ou pode ser adicionada de modo indirecto ao referido
poco, por exemplo, por aplicacdo inicial da amostra do
fluido a ser analisado num material transportador tal como
um disco de papel e posteriormente a colocacdo do material
transportador ao qual o fluido estd aderido ou absorvido no

meio de teste.

Noutra forma de realizacdo do primeiro aspecto da invencéo,
0 microorganismo ¢ um microorganismo termo estével tal como
uma espécie de Bacillus, de modo preferido Bacillus
stearothermophilus, ou uma espécie de Streptococcus, de
modo preferido Streptococcus thermophilus. Estas espécies
podem ser introduzidas no teste como unidades capazes de

produzir coldnias, Unidades Formadoras de Coldénias (UFCs).



15

Tais UFCs podem ser esporos, células vegetativas ou uma
mistura de ambos. A concentracido de tais UFCs & expressa em
Unidades Formadoras de Coldénias por ml de meio de teste
(UFC ml™) e estd geralmente no intervalo de 1x10° a 1x10%?
UrC mlﬂ, de modo preferido 1x10° a 1x10*° UFC mlﬂ, de modo
mais preferido 2x10° a 1x10° UFC ml™, de modo ainda mais
preferido 5x10° a 1x10° UFC ml™, ou de modo ainda mais
preferido 5x10° a 2x10’. Sdo exemplos das estirpes
preferidas Bacillus stearothermophilus var. Calidolactis
Cc953 (depositado no Laboratério de Microbiologia da
Universidade Técnica de Delft com o nUmero de adesdo LMD
74,1 e com o Centraal Bureau voor Schimmelcultures (CBS),
Baarn com o numero de adesdo CBS 760,83) e Streptococcus
thermophilus T101 (DSM 4022). Ambas as estirpes s&do muito
sensiveis a compostos antimicrobianos, especialmente
quimioterapéuticos tais como  compostos sulfatados e
antibidéticos tais como penicilinas e tetraciclinas. Podem
ser utilizadas estirpes de Escherichia coli ou outras
bactérias gram negativas adequadas para a deteccdo de, por
exemplo, quinolonas. 0s Bacillus stearothermophilus var.
Calidolactis (C953 e Streptococcus thermophilus TI101 possuem
um crescimento répido e sdo termdéfilos. Por exemplo, as
temperaturas de crescimento dptimas das referidas estirpes
de Bacillus estdo entre 50 °C e 70 ©°C. A utilizacdo de
microorganismos termdéfilos impede o crescimento do
microorganismo durante o armazenamento ou transporte do
teste. Quando o organismo de teste é uma estirpe de
Bacillus, é de modo preferido incorporado no meio agar na
forma de uma suspensdo de esporos, que pode ser preparada e
incorporada no meio agar antes da solidificacdo utilizando
métodos conhecidos (ver por exemplo GB A 1467439). Quando o
organismo de teste ¢é uma estirpe de Streptococcus, as

bactérias sdo de modo preferido incorporadas no meio agar
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na forma de células bacterianas, que podem ser preparadas
de acordo com métodos conhecidos (ver por exemplo EP
0285792). A concentracdo dos organismos de teste no meio
agar estd de modo preferido entre 10° e 10" unidades

formadoras de colénias por ml (UFC ml™’) de meio agar.

Ainda em outra forma de realizacdo preferida do primeiro
aspecto da invencdo, sdo adicionados nutrientes como uma
origem separada, p.ex. como um granulado, pd, comprimido,
disco ou papel de filtro. Podem também ser adicionados
outros compostos tais como os indicadores, estabilizadores
e/ou antifolatos como uma origem separada, opcionalmente
incorporados no meio nutriente. S&o nutrientes adequados
para permitir a multiplicacdo do organismo de teste na
auséncia de residuos antimicrobianos por exemplo fontes de
carbono assimildveis (p.ex. lactose, glucose ou dextrose),
fontes de azoto assimilédveis (p.ex. peptona) e fontes de
factores de crescimento, vitaminas e minerais (p.ex.

extracto de levedura).

Num segundo aspecto da invencdo é providenciado um método
fidvel e simples para levar a cabo a deteccdo de compostos
antimicrobianos na urina e sangue. De acordo com a invencéo
¢ adicionado um metal alcalino terroso a amostra de fluido
a ser analisada, p.ex. uma amosStra de urina ou sangue,
antes da adicdo da amostra ao sistema de teste. De modo
alternativo o sistema de teste pode conter ele mesmo o
referido sal metédlico como definido no primeiro aspecto da
invencdo. De modo inesperado foi verificado que quando um
sal metédlico é utilizado no método de teste, os problemas
do estado da técnica acima mencionados podem @ ser

ultrapassados com retencdo da sensibilidade do teste. Os

requisitos dos sais metédlicos, do meio de teste, do(s)
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indicador (es), do microorganismo e dos componentes
adicionais e as opcdes preferidas s&do as mesmas Ccomo
definido no primeiro aspecto. Os referidos sais metédlicos
sdo adicionados ao meio de teste e/ou a amostra do fluido a

ser analisada.

Numa forma de realizacdo do segundo aspecto, o sal metdlico
¢ adicionado a amostra de fluido a ser analisada por
intermédio de uma solucdo, de modo preferido uma solucéo

aquosa.

Noutra forma de realizacdo do segundo aspecto da invencéo,
o sal metdlico é adicionado a amostra do fluido a ser
analisado na sua forma sdélida. De modo opcional o sal
metédlico na sua forma sbélida e a amostra de fluido a ser
analisada sdo misturados antes da andlise. De modo
preferido o sal metadlico na sua forma sélida é adicionado
na forma de um pd, granulado, comprimido, disco ou filtro
de papel. Tal granulado, pd, comprimido, disco ou filtro de
papel pode também conter de modo opcional nutrientes e/ou
um ou mais indicadores e/ou estabilizadores, e/ou
substéncias que alteram a sensibilidade a determinados
compostos antimicrobianos de modo positivo ou negativo,
e/ou agentes que aumentam a viscosidade, como acima
definido no primeiro aspecto da invencdo. A concentracdo do
referido metal na referido amostra de fluido a ser
analisada estd entre 0,005 e 1 M, de modo preferido entre

0,01 e 0,1 M.

A quantidade de amostra de urina ou sangue a ser adicionada
ao meio de teste depende do sistema de teste. O teste é
incubado de acordo com as instrucdes do fabricante. Para os

testes de difusdo microbiana sdo adicionados 0,01-1,0 ml,
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de modo preferido 0,05-0,5 ml ao meio de teste utilizando
métodos bem conhecidos. O tempo de incubacdo do teste
depende das circunstédncias. No caso dos testes de difuséo
em agar utilizando Bacillus stearothermophilus o teste &
incubado num banho-maria ou bloco de aquecimento a 60-70
°C, de modo preferido a 62-65 °C. Os resultados podem ser

obtidos apdbés 1,5-4 horas, de modo preferido 2,5-3,5 horas.

Qualquer teste adequado para o método da invencdo esté
incluido nesta invencdo. 0s exemplos sdo testes para os
quais sédo utilizados microorganismos sensiveis
seleccionados, p.ex. testes de difusdo em agar, e testes
baseados na ligacdo selectiva do composto a ser detectado.
A ligacdo selectiva pode ser alcancada wutilizando a
tecnologia de anticorpos bem conhecida ou utilizando
marcadores especificos. Qualquer amostra de fluido ¢é
adequada para anadlise pelo método da invencdo. Deve ser
notado que o método da invencgdo ¢ também adequado para
substédncias sélidas podendo o fluido de interesse das
mesmas ser retirado gquer por difusdo, pressdo ou perda
natural de fluidos. S&o exemplos particulares deste Ultimo
caso a carne e o0s materiais transportadores gque foram

impregnados com o fluido a ser analisado.

Num terceiro aspecto da invencdo ¢é providenciado um kit

para a execucdo do método do segundo aspecto da presente

invencdo. Tal kit compreende, ou um meio de teste como
descrito no primeiro aspecto da invencdo ou compreende:

(a) pelo menos um recipiente parcialmente cheio com

um meio de teste gque compreende um microorganismo

de teste, nutrientes e pelo menos um indicador, e
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(b) um sal de um metal alcalino terroso em que o sal
metédlico tem uma solubilidade em &gua a 20 °C de

pelo menos 0,02 M.

Os recipientes podem ser tubos de ensaio de qualquer forma
e de qualgquer material disponivel, desde gque seja possivel
a observacdo das alteracdes no indicador. E  também
possivel, os recipientes podem ser pocos tais como agueles

incorporados em placas de microtitulacéo.

O referido sal metdlico é um sal metédlico capaz de formar
ides metédlicos como definido no primeiro aspecto da
invencdo. O sal metédlico pode estar presente como uma
solucédo, de modo preferido uma solucdo aquosa, armazenada
num recipiente. De modo preferido o referido sal metélico
estd presente na forma sdédélida, por exemplo na forma de um
comprimido, um disco ou papel de filtro. A vantagem de
fornecer o sal metédlico no kit na forma sdélida é o facto de
poderem ser facilmente embaladas quantidades
predeterminadas, por exemplo em comprimidos, o que facilita
a dosagem. Ainda outra vantagem é o facto de a utilizacéo
de um sal metdlico na forma seca ndo levar a diluicdo da
amostra e consequentemente a uma reducdo da sensibilidade

do teste.

De modo opcional, o referido kit compreende os meios para
selar os referidos recipientes cheios com o meio de teste
durante a incubacdo e/ou um anexo com instrucdes para
utilizacdo e/ou meios para regular o tempo necessario para

a incubacéio.

Numa forma de realizacdo do terceiro aspecto , o referido

kit compreende nutrientes. De modo preferido os referidos
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nutrientes estdo contidos num meio tal como um comprimido,
disco ou papel de filtro. Também outros compostos tais como
o(s) indicador(es), estabilizadores e/ou antifolatos podem
ser adicionados como uma fonte separada, de modo opcional

incorporada no meio nutriente.

Em outra forma de realizacdo do terceiro aspecto da
presente invencdo, o referido kit compreende um dispositivo
termoestdtico, com o auxilio do qual as amostras de teste
podem ser mantidas a uma temperatura predefinida. De modo
preferido, o referido dispositivo termoestatico é desenhado
de modo a poder conter os referidos recipientes cheios com
o meio de teste. De modo opcional o dispositivo
termoestédtico estd associado a um meio de regular o tempo
necessario para a incubacdo de modo que o aquecimento e/ou
o arrefecimento sdo parados apds a passagem de um periodo

predefinido.

Ainda em outra forma de realizacdo do terceiro aspecto da
invencdo, o referido kit compreende um suporte de dados
carregado com um programa informético adequado para
fornecer instrucdes a um computador para efectuar a andlise
da informacdo digital obtida a partir de um dispositivo de
leitura das amostras. O referido suporte de dados pode ser
qualquer suporte adequado para o) armazenamento de
informacdo digital tal como um CD-ROM, uma disquete, um
DVD, um cartédo de memdria, uma fita magnética ou
semelhantes. De modo vantajoso, o referido suporte de dados
carregado com um programa informdtico providencia um acesso
fadcil aos mais recentes programas informéticos disponiveis

adequados para a utilizacdo no método da presente invencéo.
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Exemplos

Exemplo 1

Adicdo de cloreto de céalcio (CaCl;) a amostras de urina

As amostras de urina foram examinadas utilizando ampolas de
teste de inibicdo microbiana fabricadas de acordo com os
métodos descritos no documento EP 0005891 com os nutrientes
presentes no agar. O referido teste é também conhecido como

Premi®Test (comercializado por DSM, Delft, Holanda).

O CaCl,.2H,0 (0,81 mg, 0,0055 mmol) foi dissolvido em 100
uL de urina obtida a partir de porco (foi avaliado um total
de 10 amostras) ou vitelos (foi avaliado um total de 35
amostras), gque né&o continham quaisquer residuos de
medicamentos. As amostras de controlo ndo foi adicionado
CaCl,. As amostras foram adicionadas as ampolas de teste.
Apds uma pré incubacdo de 20 minutos a temperatura ambiente
a amostra foi removida e o teste foi incubado em banho
maria a 641 °C de acordo com as instrucdes do fabricante.
Os resultados foram obtidos apds 3-4 horas por leitura da

alteracdo da cor de purpura para amarelo.

Os resultados como abaixo sumarizado demonstram gque um
tratamento da urina com CaCl, é essencial para minimizar os

resultados de teste falsos positivos no Premi®Test.

Tabela 1
Quantidade de resultados falsos positivos (%)
Vitelo Porco
Urina 60 10
Urina + CaCl, 9 0
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Exemplo 2

Influéncia do CaCl, num teste de inibicdo microbiana

As amostras foram examinadas como descrito no Exemplo 1. O
CaCl;.2H,0 foi dissolvido em &gua ou fluido de carne de
galinha, em concentracbdes de 0,0,0078, 0,0156, 0,0312,
0,0625, 0,125, 0,25, 0,5 e 1 M. As amostras foram
adicionadas as ampolas de teste. Apds uma pré incubacéo
durante 20 minutos a temperatura ambiente a amostra foi
removida e o teste foi incubado em banho-maria a 64x1 °C de
acordo com as instrucées do fabricante. 0Os resultados foram
obtidos apdés 165 minutos para o fluido de carne de galinha
e 185 minutos no caso da &gua, por leitura da alteracdo da
cor de purpura para amarelo. Os resultados como abaixo
sumarizado demonstram claramente que uma concentracdo de
CaCl, até 0,25 M em &gua ndo influencia os resultados do
teste. No fluido da carne de galinha n&do h& inibicdo no

caso da concentracdo de CaCl, ser até 1 M.

Tabela 2

Concentracao Cor observada nos testes de inibicdo microbiana
CaCly (M) Agqua Fluido de carne de galinha

0 (controlo) Amarelo Pmarelo

0,0078 Amarelo Amarelo

0,0156 Amarelo Pmarelo

0,0312 Amarelo Amarelo

0,0625 Amarelo Pmarelo

0,125 Amarelo Amarelo

0,25 Amarelo Amarelo

0,5 Plrpura Amarelo

1 Plrpura Amarelo
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Exemplo 3
Adicdo de cloreto de célcio (CaCl,;) a amostras de urina de

bovino

Nesta experiéncia ¢ demonstrado que a adicdo de CaCl, a
urina reduz os falsos resultados num teste de inibicédo

microbiana.

As amostras foram examinadas utilizando ampolas de teste de
inibicdo microbiana fabricadas de acordo com os métodos
descritos no documento EP 0005891 <com o0s nutrientes
presentes no agar. O referido teste é também conhecido como

Premi®Test (comercializado por DSM, Delft, Holanda).

0O CaCl,.2H,O0 (1 mg, 0,0068 mmol) foi dissolvido em 100 uL
de urine obtida de bovino (foi avaliado um total de 25
amostras) que nao continha quaisquer residuos de
medicamentos. Ndo foi adicionado qualquer CaCl, as amostras
de controlo. As amostras foram adicionadas as ampolas de
teste. Apds uma pré incubacdo durante 20 minutos a
temperatura ambiente a amostra foi removida e o teste foi
incubado em Dbanho-maria a 641 °C de acordo com as
instrucdes do fabricante. 0Os resultados foram obtidos apdbs
3-4 horas por leitura da alteracdo de cor de purpura para

amarelo.

Os resultados tal como sumarizado na Tabela 3 demonstram
claramente que um tratamento da urina com CaCl, é essencial
para minimizar resultados de teste falsos positivos no

Premi®Test.

Tabela 3
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Quantidade de resultados falsos

positivos (%)

Bovino
Urina 100
Urina + CaCly; (1 mg/100 uL) 12

Exemplo 4

A adicdo de acetato de célcio (Ca(CH3C00),) a amostras de

urina de bovino e de porco.

Nesta experiéncia ¢é demonstrado gque a adicdo do metal
alcalino terroso célcio quer CaCl, ou Ca(CHsCO0), a urina
reduz 0s falsos resultados num teste de inibicéo

microbiana.

As amostras foram examinadas utilizando ampolas de teste de
inibicdo microbiana fabricadas de acordo com os métodos
descritos no documento EP 0005891 <com os nutrientes
presentes no agar. O referido teste é& também conhecido como

Premi®Test (comercializado por DSM, Delft, Holanda).

0O CaCl,.2H,0 (1,0 mg, 0,0068 mmol), o Ca(CHsC00), (1,0 mg,
0,0041 mmol) e Ca(CH3CO0),;, (2,0 mg, 0,0082 mmol) foram
dissolvidos em 100 wuL de wurina obtida de bovino (foi
avaliado um total de 25 amostras) e de porco (foi avaliado
um total de 9 amostras), gque ndo continham quaisquer
residuos de medicamentos. Ndo foi adicionado gqualquer metal
alcalino terroso céalcio as amostras de controlo. As
amostras foram adicionadas as ampolas de teste. Apds uma
pré incubacdo durante 20 minutos a temperatura ambiente a

amostra foi removida e o teste foi incubado em banho-maria
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a 641 °C de acordo com as instrucdes do fabricante. Os
resultados foram obtidos apds 3-4 horas por leitura da

alteracdo de cor de purpura para amarelo.

Os resultados tal como sumarizado na Tabela 4 demonstram
que um tratamento da urina com metal alcalino terroso

cdlcio minimiza os resultados de teste falsos positivos no

Premi®Test.
Tabela 4
Quantidade de resultados
falsos positivos (%)
Bovino Porco
Urina 100 89
Urina + CaCl, (1 mg/ 100 uL) 12 11
Urina + Ca(CH3CO0), (1 mg/ 20 0
100 uL)
Urina + Ca (CH3COO0); (2 mg/ 4 12
100 uL)

Lisboa, 19 de Janeiro de 2009




1.

REIVINDICACOES

Umn meio de teste que compreende um microorganismo de
teste, um 1indicador e um metal na forma ionizada,
caracterizado por o metal ser um metal alcalino
terroso e a concentracdo do metal ser entre 0,005 M e

1 M.

Un meio de teste de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado ©por o metal alcalino terroso ser
seleccionado de um grupo gue consiste de <célcio,

bario e magnésio.

Um método para a determinacdo da presenca de um

antibidético num fluido que compreende 0S pPassos:

(a) colocar em contacto uma amostra do fluido com um
meio de teste que compreende um microorganismo de
teste e um indicador;

(b) incubar o microorganismo durante um periodo de
tempo para cultivar o organismo de teste no caso
de haver presenca de antibidético na amostra; e

(c) detectar o) crescimento ou a inibicéo do
crescimento do microorganismo de teste com o©

indicador,

caracterizado por o sal de um metal alcalino terroso
ser adicionado ao meio de teste e/ou a amostra e a
concentracdo do metal no meio de teste e/ou amostra

ser entre 0,005 e 1 M.
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Um método de acordo com a reivindicacéo 3,
caracterizado por o indicador ser pelo menos um

indicador de pH ou pelo menos um indicador redox.

Um método de acordo com a reivindicacdo 3 ou 4,
caracterizado por o fluido no qual deverdo ser

determinados os antibidéticos € sangue ou urina.

Um método de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 3 a 5, caracterizado por o metal
alcalino terroso ser seleccionado de um grupo que

consiste de célcio, bario e magnésio.

Um método de acordo com qualquer uma das
reivindicacdbes 3 a 0, caracterizado por a
concentracdo do sal metdlico no meio de teste e/ou a

amostra nido exceder 1 M.

Um método de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 3 a 7, caracterizado ©por o sal

metédlico ser adicionado a amostra.

Um método de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 3 a 8, caracterizado ©por o sal
metdlico ser adicionado a amostra antes da amostra

ser adicionada ao meio de teste.

Um método de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 3 a 9, caracterizado por o sal
metédlico ser adicionado a amostra por intermédio de

uma solucédo.
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12.

13.

14.

15

Um kit adequado para levar a cabo o método de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 3 a 10,

compreendendo o kit:

(a) pelo menos um recipiente parcialmente cheio com
um meio de teste que compreende um
microorganismo, nutrientes e pelo menos um
indicador, e

(b) um sal de um metal alcalino terroso em que o sal
metédlico tem uma solubilidade em &gua a 20 °C de

pelo menos 0,02 M,

ou compreendendo © meio de teste de acordo com a

reivindicacdo 1 ou 2.

Um kit de acordo com a reivindicacéo 11,
compreendendo ainda um dispositivo termoestéatico
adequado para manter as amostras a uma temperatura

predefinida.

Um kit de acordo com a reivindicacdo 11 ou 12,
compreendendo ainda um suporte de dados carregado com
um programa informético adequado para instruir um
computador a analisar a informacdo digital obtida a

partir de um dispositivo de leitura das amostras.

Um kit de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
11 a 13, caracterizado por o sal metédlico ser
apresentado em comprimido, disco ou filtro de papel

ou uma solucdo agquosa.

.A utilizacdo de um sal de um metal alcalino terroso

para tratar uma amostra antes de determinar a



presenca ou auséncia de um antibidético na amostra num

teste de inibicdo microbiana.

Lisboa, 19 de Janeiro de 2009
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