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Prezenta inventie se referd la o metoda pentru detectarea de compusi antibac-
terieni intr-o proba test, si anume la detectarea de reziduri ale compusilor antibacterieni
in lichide.

Sunt cunoscute metode de testare a compusilor antibacterieni intr-un lichid, ce
utilizeazd o metodad de schimbarea culorii unui indicator acid-baza sau redox, adaugat
sistemului testat. Principiul metodei este acela ca atunci cand un compus antibacterian
este prezent in lichidul de testat, intr-o concentratie suficientd pentru a inhiba cresterea
organismului testat, culoarea indicatorului va ramane aceeasi, in timp ce atunci cand
inhibarea nu are loc, cresterea organismului testat este insaotitd de formarea de acid sau
de metaboliti redusi care vor schimba culoarea indicatorului. In toate aceste teste este
utilizat un singur indicator pentru a detecta formarea acidului sau a metabolitului redus.
Aceste metode au dat rezultat intr-un interval de doud ore jumatate pana la trei ore
jumatate.

Metoda, conform inventiei, constd in aceea ca proba de testat este introdusa intr-
un mediu de agar care este tamponat si contine cel putin doi indicatori redox, ce dau o
schimbare de culoare in partea vizibild a spectrului si eventual o sursd nutritivd si o
substantd care schimba sensibilitatea organismului de testat fatd de compusii anti-
bacterieni. Organismul de testat este o tulpind de Bacillus cum ar fi Bacillus
stearothermophilus sau o tulpind de Streptococcus cum ar fi Streptococcus
thermaphilus, intr-o concentratie de 10°-10° U.F.C/ml mediu agar. Substanta care
schimba culoarea este trimetoprim, ormetoprim sau tetraxoprim. Sursa nutritivd nu este
in mediul de agar, ci se adauga separat sub forma de tableta sau de disc de hartie.

Avantajul prezentei metode este o reducere semnificativd in ceea ce priveste
durata testului, pana la o ora, ce poate fi realizata cand se utilizeazd o combinatie de doi
sau mai multi indicatori. O asemenea duratd mai scurta a testului este importanta pentru
utilizator deoarece calitatea lichidului proba este cunoscutd mai rapid, permitand astfel
o distribuire sau prelucrare mai timpurie.

Un alt avantaj al metodei este ca testul este foarte simplu de efectuat, asa incat
persoana care efectueaza testul nu trebuie sa fie in mod special calificatd. Testul este
efectuat in 1 - 2 h, de la inceputul lui, deci fiind mult mai scurt decat alte teste
microbiene in care se foloseste un singur indicator.

Deci, metoda din prezenta inventie cuprinde urmatoarele etape:

a) aducerea unui organism test si a cel putin doi indicatori redox intr-un mediu cu
agar;

b} posibilitatea probei test de a veni in contact cu mediul cu agar, asa incéat
compusii antibacterieni din proba test sa inhibe organismul de testat, in acest mediu cu
agar.

Prezenta inventie prevede si 0 unitate pentru detectarea compusilor antibac-
terieni, care consta intr-un mediu cu agar contindnd un organism test, optional cu sursa
nutritivd separata si doi sau mai multi indicatori redox care pot fi, fiecare, prezenti in
mediul cu agar, In proba test sau in sursa nutritiva separata.

Unitatea din prezenta inventie este utila pentru detectarea reziduurilor de compusi
antibacterieni cum ar fi compusii sulfat si antibioticele.

Unitatea poate fi folosita pentru detectarea compusilor antibacterieni in lichide,
cum ar fi de exemplu in lapte, apa, sucuri de carne, ser sau urina.
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Organismul test este, preferabil, o tulpina de Bacillus sau Streptococcus. O specie
preferata de Streptococcus este de exemplu Streptococcus thermophilus T 101 (DSM
4022). O tulpind a acestei specii poate fi introdusa in mediul cu agar, preferabil n
concentratii de 10° - 10° unit&ti formatoare de colonii (UFC) per ml mediu cu agar. O
specie preferatd de Bacillus este Bacillus stearothermophilus, mai preferabil Bacillus
stearothermaopilus, varietatea calidolactis C 853. Bacillus stearothermaophilus poate fi
introdus in mediul cu agar preferabil in concentratii de 10° - 10° UFC per ml de mediu
de agar.

Exemple de unitati utile pentru scopul prezentei inventii sunt tuburi transparente,
singure sau intr-un set, sau combinate intr-un bloc de material translucid prevazut cu un
numar de orificii fasonate inauntru.

O varietate larga de indicatori redox poate fi folosita, conform cu procedeul din
prezenta inventie. Astfel de indicatori redox sunt, de asemenea cunoscuti ca mediatori
redox si purtatori de electroni. Exemple de asemenea compusi sunt Brilliant Black,
Methylen Blue, Toluidin Blue, Safranine O, Indigo Carmin, Thionin, Gallocyanine, Nile Blue
A, Brilliant Crocein MOO, Acid Yellow 38, Acid Orange 51, Acid Blue 120, Basic Blue 3,
Azure A, Azure B, Congo Red, 1-10 Phenanthroline, Janus Green B, Brilliant Cresyl Blue.
Alti indicatori redox {mediatori redox, catalizatori redox si purtatori de electroni) pot fi
utilizati la fel de bine ca cei aratati mai sus. Asemenea compusi sunt disponibili
comercial.

Preferabil este ca unul din indicatori s& dea o schimbare de culoare in partea
vizibild a spectrului. Combinatiile preferate sunt: a) Negru Brilliant si albastru de metilen;
b) Negru Brilliant si albastru de toluiding si c) Negru Brilliant si albastru de Nil A.

Nutrienti sunt addugati pentru a permite multiplicarea organismului testat.

Unitatea prezentei inventii cuprinde, optional, cel putin o parte din nutrientii care
nu sunt incorporati in mediul cu agar si astfel, sunt addugati ca o sursa separata, ca de
exemplu ca o tabletd sau disc de hartie, care pot fi plasate pe mediul de agar nainte de
desfasurarea testului. Nutrientii pot fi prezenti atat in mediul de agar cat si ca o sursa
separata. Cel putin unul din indicatorii redox pot fi inclusi In sursa nutritiva separata.

Nutrientii si unul din ambii indicatori redox, de exemplu intr-o tableta pot fi, de
asemenea, inclusi in unitatile anterior mentionate pentru care sunt luate, preferabil,
masuri pentru a evita transportul umiditatii din mediul cu agar in tableta. Aceasta poate
fi realizata, de exemplu, prin acoperirea tabletei cu un strat rezistent la umiditate cum
ar fi de exemplu o ceard. Totusi cu aceasta acoperire, trebuie sa se degradeze sau sa
se topeasca in timp procedeului test. Adecvat in in acest scop este o ceara care are
temperatura de topire de 35°C - 55°C, preferabil de 40° - 45°C.

Tulpina C 853 de Bacillus stearothermaophilus var. calidolactis a fost depozitata
la Laboratorul de Microbiologie Universitatea Tehnica din Delft sub numarul de
inregistrare LMD 74.1 in 1974 si la Biroul Central Schimmelcultures (CBS) Baarn sub
numarul de Tnregistrare CBS 760.83 in 1983, unde tulpina este disponibild publicului.
Microorganismul este foarte sensibil la peniciline si alte antibictice, si este un
microorganism cu crestere rapidd. Acest microorganism are avantajul suplimentar ca
temperatura de crestere optimd este ridicatd (intre 50° - 70°C). Doar putine specii
microbiene sunt capabile sa creascd la aceastd temperatura. Exista, deci, o mica
posibilitate ca organismele prezente in lichidul testat sau care au fost incluse, astfel in
sistemul test, sa efectueze rezultatul testului.
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Conform unei prezentari preferate a prezentei inventii, sensibilitatea organismului
test este ajustabila. Sensibilitatea poate fi alteratd prin modalitati diferite, spre exemplu
prin adaugarea de diferite substante, prin schimbarea conditiilor testului cum ar fi de
exemplu pH-ul sau concentratia substantelor de tamponare, agarul sau sporii, sau prin
variatia raportului de volume, in volumele de agar si de lichid de testat. Exemplele de
substante care pot fi addugate sunt nucleozide, ca adenozina sau antifolati ca
trimetoprim, ormetoprim si tetroxoprim, care imbunatatesc sensibilitatea organismului
test la compusii sulfa, saruri ale acidului oxalic sau acidului hidrofluoric care imbunatatesc
sensibilitatea la tetracicline si cisteind pentru a diminua sensibilitatea la peniciline.

Este de preferat ca metoda din prezenta inventie sa se desfasoare in asa fel incat
organismul testat s§ ramand viu, dar sa nu se multiplice in mediul de agar. Acest lucru
se obtine, In general, prin privarea organismului de nutrienti pAnd cand testul este
realizat si/sau prin mentinerea culturii la o temperatura suficient de joasa, de exemplu
spre o temperatura sub 30°C.

In detectarea de reziduri ale compusilor antibacterieni in fluide, preferabil fluide
biologice, cum ar fi de exemplu lapte, apd, suc de carne, ser si urina, utilizarea unitatilor
asa cum s-a descris mai sus constd in aceea ca o cantitate predeterminata din praba
de testat, spre exmeplu 0,05 ml- 0,5 ml este plasata pe mediul cu agar (de exemlu pe
0,2 - 3 ml), dupa care continuturile unitatii sunt incubate la, sau aproape la temperatura
optimd@ pentru organismul test, spre exemplu 63 ... 66°C, intr-o prioada
predeterminatd, spre exmeplu 60 ... 120 minute, dupd care se observa culoarea
indicatorului, ceea ce indica prezenta sau absenta compusilor antibacterieni pentru o
anumitd concentratie minima.

Se dau in continuare 6 exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1 - Prepararea tuburilor test pentru detectarea antibioticelor.

S-a realizat o solutie din 12 g agar si 9 g clorura de sodiu intr-o cantitate de
1000 ml apa distilatd. La aceastd solutie s-a addugat 2,5 ml dintr-o solute tampon
trietanolamind 0,09 M(pH 8,0). Solutia finald a fost sterilizatd timp de 20 minute la
temperatura de 121°C si apoi racita la temperatura de aproximativ 60°C. La aceasta
solutie sterild s-a adaugat o cantitate suficientd dintr-o suspensie de spori de Bacillus
stearothermaophilus var. calidolactis in apa distilata, pentru a obtine o concentratie finala
intre 10° si 10" spori per litru si o cantitate dintr-o solutie sterild de Negru Brilliant
pentru a obtine o concentratie finala de 80 mg la litru. In continuare, tuburi sterile cu
diametru de aproximativ 8 mm au fost umplute cu o cantitate de 0,3 ml din solutia de
agar, in conditii aseptice dupa care s-au astupat imediat, spre exemplu cu o folie de
aluminiu. Continuturile tuburilor test au fost lasate s& se salidifice, si in acest timp
tuburile au fost tinute intr-o pozitie verticald. Astfel preparate, aceste tuburi au fost
pastrate la temperatura cuprinsa intre 5°C si 15°C.

Exemplul 2 - Prepararea unui tub test pentru detectarea antibicticelor si a
compusilor sulfa.

S-a procedat ca in exmeplul 1, cu exceptia ca, impreuna cu solutia tampon s-a
adaugat si 0 anumita cantitate din solutia de trimetoprim pentru a obtine o concentratie
finalad de 60 pg per litru.

Exemplul 3 - Prepararea tabletelor de nutrienti.

S-a facut un amestec din 100 g dextroza, 160 g Avicel PH 101, 50 g triptoza,
10 g fiton peptona, 15 g preciral si 500 mg Albastru de Toluiding, dizolvat in 50 ml alco-
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ol etilic. Acest amestec a fost suficient pentru a prepara 30.000 tablete cu un diametru
de 3 mm si o grosime de 1,2 mm.

Exemplul 4 - Desfasurarea testului.

Un tub test care a fost preparat in conformitate cu cele ardtate la exemplul 1, a
fost deschis prin inteparea capacului si s-a addugat o tabletd nutritivd care a fost
preparata cu cele ardtate in cadrul exemplului 3. S-a luat din proba (de exemplu o proba
de lapte ce urmeaza sa fie investigatd) 0,1 ml si s-a adaugat la tubul test, si acest tub
test a fost plasat intr-un incubator (baie de apa sau termostat) si pastrat la temperatura
de B4°C. Au fost facute observatii dupa o orad si 20 minute, pana la o ora si 40 minute.
Daca in acest timp culoarea mediului cu agar este galbena, proba nu contine o cantitate
detectabild dintr-un copus antibacterian (de exemplu 0,003 U.l.,, sau mai putin, de
penicilind G sau 0,1 pg, sau mai putin, de sulfametazin, per mil}.

Daca totusi, culoarea mediului cu agar este albastra, praba contine cel putin o
cantitate detectabila dintr-un compus antibacterian (de exemplu 0,006 U.I., sau mai muit
de penicilind G sau 0,2 pg, sau mult, de sulfametazin per ml).

O concentratie intermediara, reprezentand astfel chiar cantitatea detectabila
poate da o culoare a mediulu cu agar, intre galben si albastru.

Exemplul 5 - Compararea unitatii de testare cu doi indicatori, cu un tub de
testare cu un singur indicator.

Tuburile de testare au fost preparate in conformitate cu exemplu 1 sau exemplul
2. Tabletele cu nutrienti au fost preparate in conformitate cu cele prezentate la exemplul
3. Au fost preparate tablete nutritive similare, dar fara Albastru de Toluidina. Testele au
fost efectuate conform exmeplului 4, cu ambele tipuri de tablete nutritive si o proba de
lapte fara natibiotice. Tuburile test, In combinatie cu nutrientii care nu contin Albastru
de Toluidina, au luat aproape o ora pentru schimbarea culorii, adica doua ore si 20 min
pana la doud ore si 40 min, cand s-a comparat cu combinatia tub test plus tableta
nutritivd care contine Albastru de Toluidina.

Exemplul 6 - Prepararea variatiilor si efectuarea testelor cu acestea.

Tuburile test au fast preparate conform exemplului 1, cu deosebire cé in locul unei
solutii cu Negru Brilliant s-a utilizat o solutie care contine o concentratie similara din unul
dintre urmatorii indicatori redox: Brilliant Crocein MOO, Galben Acid 38, Galben Acid 51,
Albastru Acid 120 sau Rosu Congo. Tabletele nutritive au fost preparate in conformitate
cu cele prezentate in exmepliul 2, cu deosebire ca in locul Albastrului de Toluidina s-a
utilizat o cantitate similard din unul dintre urmatorii indicatori redox: Safranina O, Indigo
Carmin, Tionind, Albastru de Nil, Azur A, Azur B, Janus Green B, Brilliant Cresyl,
Albastru ALD sau Albastru de Metilen. Testul a fost efectuat in conformitate cu exemplul
4, cu tuburi test si tablete nutritive preparate in conformitate cu cele prezentate mai
sus.

0 schimbare de culoare rezultatd, indica ca proba de lapte investigata nu contine
cantititi detectabile de antibiotic si/sau compusi sulfa. Daca culoarea testului nu se
schimba, proba de lapte contine asemenea reziduuri. Durata testului variaza in functie
de combinatia de indicatori aleasa, dar a fost scurtatad semnificativ fatd de cea a unui
test indicator, intr-un mod asemanator celui descris in exemplul 5.
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Revendicari

1. Metoda pentru detectarea de compusi antibacterieni intr-c proba test
caracterizata prin aceea ca proba de testat este introdusa intr-un mediu de agar care
este tamponat si contine cel putin doi indicatori redox, ce dau o schimbare de culoare
n partea vizibila a spectrului si eventual o sursa nutritivd si 0 substanta care schimba
sensibilitatea organismului de testat fata de compusii antibacterieni.

2. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca organismul de
testat este o tulpinad de Bacillus cum ar fi Bacillus stearothermophifus sau o tulpina de
Streptococcus cum ar fi Strptococcus thermophilus intr-o concentratie de 10° - 10°
U.F.C./ml mediu agar.

3. Metod&, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca substanta care
schimba sensibilitatea este trimetoprim, ormetoprim sau tetraxoprim.

4. Metod3a, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca sursa nutritiva
nu este Tn mediul de agar ci se adauga separat sub forma de tabletd sau disc de hartie.
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