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ABSTRACT

Evaluatie van commercieel verkrijgbare screeningsmethoden voor de bepaling van
sulfamethazine en sulfadiazine in viees en veevoeder.

Evaluation of commercially available screeningmethods for the analysis of sulfamethazine
and sulfadiazine in meat and feed.

Repon 92.43 October, 1992

G.D. van Bruchem and W. Haasnoot

State Institute for Quality Control of Agricultural Products (RIKILT-DLO)
P.0O. Box 230, 6700 AE Wageningen, The Netherlands

Commercially available test-kits for sulphonamides (three microtitre plate enzyme
immunoassays (EIA) from Cornecs (sulphamethazine and suiphadiazine) and Randox
(sulphamethazing) and a Quick-Card based test-kit for sulphamethazine from Rhone-
Poulenc) were tested. The sensitivity of the test-kits were comparable (10 ng/ml for standard
solutions). All the tests were highly specific and showed low cross-reactivities for other
sulphonamides (<25%}. In case of multi-component screening for sulphonamides this speci-
ficity is a disadvantage.

The Quick-Card based test-kit has been found suitable for the screening of urine
samples on the presence of sulphamethazine at a level of 300 ng/ml. According to the
supplier this level in urine enables the control of tissue on the presence of this sulphonamide
at the maxima! residue level (100 ng/ml). With urine, the test is easy to perform, very simple
and comparable 10 a test already used for chloramphenicol,

For the application of the microtitre plate assays additional research is necessary
with respect to background of several tissue samples from different species (chicken, pork or
beef), sample pre-treatment and incubation conditions to raise the maximal signal.

In general, the enzyme immunoassay type screening methods are suitable for the
screening of many samples in a shon time. However for @ multi-sulphonamide screening the
commercially available tests are too specific. Further research should be focused on the
preparation of antibodies raised against the aromatic amino group which is common to all
sulphonamides.

Key words: sulphonamides, EIA, meat, cattle feed, urine
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SAMENVATTING

Gezien de recente bevindingen voor sulfonamiden vanuit het Nationaal Plan Overige
Stoffen (4% positieve monsters bij varkensviees) is het regel om voorbereid te zijn op een
meer uitgebreid controleprogramma voor suffonamiden. In varkensviees wordt hoofdzakelijk
melding gemaakt van te hoge gehalten aan sulfamethazine (= sulfadimidine).

In dit rapport worden screeningsmethoden op basis van de Enzyme Immuno Assay
(EIA) beoordeeld. Van de firma Cortecs werden de microtiterplaattesten voor sulfamethazine
en sulfadiazine verkregen. Eenzelfde test voor sulfamethazine werd aangekocht van de firma
Randox. Van Rhone Poulenc werd de EZ-SCREENtest (op basis van de Quick-Card) voor
sulfamethazine verkregen.

Voor standaardoplossingen van de te bepalen componenten werd bij de
verschillende testen een vergelijkbare gevoeligheid van ca. 10 ng/ml gevonden. De
kruisreactiviteit van andere sulfonamiden in deze testen is over het algemeen laag (<25%).
De testen zijn dus specifiek en niet te gebruiken voor een screeningsprogramma gericht op
meerdere sulfonamiden.

De test op basis van de Quick-Card is geschikt bevonden voor de screening van
pré-urine op aanwezigheid van sulfamethazine vanaf het 300 ng/ml niveau. Een dergelijk
niveau in pré-urine zou volgens de fabrikant overeenkomen met een niveau lager dan 100
ng/g iever (maximaal residuniveau). De test is voor urine zeer eenvoudig uit te voeren, snel
(binnen 10 minuten resultaat) en geschikt voor toepassing binnen kringlaboratoria waarbij
geen extra investeringen noodzakelijk zijn. Deze laboratoria hebben al ervaring met een
vergelifkbare test voor chlooramfenicol.

Voor de testen op basis van de microtiterplaat dient voor toepassing op viees
aanvullend onderzoek te worden uitgevoerd. Met de Conecstesten werd een te laag
maximaal signaal verkregen en onderzoek naar de incubatieomstandigheden kan hierin
mogelijk verbetering brengen. Bij deze Contecstesten wordt een eenvoudige monstervoorbe-
werking voorgeschreven. Met de sulfadiazinekit van Cortecs werd een lage achtergrond voor
blanco viees (kip) gemeten en een duidelijke afname van het signaal bij vlees met
toevoeging van 50 ng sulfadiazine per gram. Met het blanco vieesmonster (kip) werd echter
met de sulfamethazine kit van Cortecs een te hoge achtergrond gemeten. Hetzelfde resultaat
is eveneens waargenomen b de Randoxtest waarbij een meer uitgebreide
monstervoorbewerking wordt voorgeschreven, Het aanvullende onderzoek zal gericht moeten
zijn op het meten van de spreiding van de achtergrond van diverse blanco vieesmonsters
(kip, varken, rund) en het eventueel verlagen van deze achtergrond door uitbreiding van de
monstervoorbewerking.

Beide sulfamethazine microtiterplaattesten lijken toepasbaar voor de controle van veevoeders
vanaf het 1 mg/kg niveau.

Voor het opzetten van een multi-immunochemische screeningsmethode voor
sulfonamiden zijn andere antilichamen, gericht tegen het aromatische amine dat bij alle
sulfonamiden voorkomt, gewenst. Dergeiijke antilichamen zijn niet commercieel verkrijgbaar
maar in de literatuur wordt wel een procedure beschreven om deze te maken.
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1 INLEIDING

Suffonamiden zijn anti-microbiéle middelen die in de veeteelt op grote schaal worden
toegepast. Van de uiigebreide groep van stoffen behorende tot de sulfonamiden worden er
slechts enkele gebruikt. Zoals blifkt uit de rapportage van het onderzoek over 1991 in het
kader van het Nationaal Plan Overige Stoffen (NPOS) wordt in viees hoofdzakelijk sulfa-
methazine (= sulfadimiding) en in mindere mate sulfadiazine aangetroffen [1]. Bij dit op het
Centraal Laboratorium van de Rijksdienst voor de keuring van Vee en Viees (CL-RVV)
uitgevoerde onderzoek wordt gebruik gemaakt van een dunnelaagchromatografische
(HPTLC) methode voor de screening [2] en een vloceistofchromatografische (HFPLC) methode
met Diode-array UV-VIS detectie voor de bevestiging [3]. Met de kwalitatieve screenings-
methode is het mogelijk om een negental sulfonamiden in viees aan te tonen met een
onderste grens van 2 pg/kg. Met de meer kwantitatieve bevestigingsmethode is het mogelijk
om in ieder geval een zestal sulfanomiden vanaf het 40 ug/kg niveau te bepalen. Beide
methoden zijn dus geschikt om vleesmonsters te controleren op eventuele overschrijdingen
van het maximale residuniveau van 0,1 mg/kg {som van sulfonamiden). Voor het huidige
onderzoek in het kader van het NPOS (300 vieesmonsters op jaarbasis) zijn deze methoden
uitermate geschikt. Echter, indien regelmatig overschiijdingen van het maximaal toelaatbare
residugehalte worden aangetoond is het magelijk dat het monsteraantal fors amhoog gaat.

Gezien de recente bevindingen in het NPOS (8 van de 200 onderzochte monsters
varkensvlees waren boven de actiegrens (4% positieven)) is het reéel om alvast voorbereid
te zijn op een meer uitgebreid controleprogramma voor sulfonamiden. Wanneer
aangenomen wordt dat de monsters genomen in het kader van het NPOS representatief zijn
voor het totale aantal geslachte varkens (18.900.000 in 1991) zal in veel varkensviees het
gehalte aan sulfonamiden boven het maximaal toelaatbare gehalte van 0,1 mg/kg liggen
zonder dat deze monsters als verdacht worden aangemerkt of het viees wordt afgekeurd.
Van alle geslachte dieren wordt jaarlijks 0,5% {(ca. 110.000 monsters) onderzocht met behulp
van de Nieuwe Nederlandse Nier Test (NNNT;[4]). Hierbij zijn in 1991 geen monsters
gevonden waarin sulfonamiden aanwezig waren [S]. Er kan geconcludeerd worden dat de
NNNT zoals die nu wordl uitgevoerd niet gevoelig genoeg is voor de controle op
sulfonamiden of dat de monsters genomen in het kader van het NPOS niet representatief zijn
voor het totaal. Een meer uitgebreid onderzoek met een andere, gevoeliger
screeningsmethode dan de NNNT en uitvoerbaar op kringlabniveau lijkt zinvol.

in dit rapport worden screeningsmethoden op basis van de Enzyme Immuno Assay
(EIA), een techniek welke in het CL-RVV ook wordt toegepast voor de screening van lever-
en urinemonsters op aanwezigheid van g-agonisten, beoordeeld.



Er zijn vier commercieel verkrijgbare kits uitgetest: de sulfamethazine- en sulfadiazine-kits van
de firma Cortecs welke in Nederland wordt vertegenwoordigd door de firma Bipharma uit
Weesp, de sulfamethazine-kit van Randox (cat no. SM 1400} welke in Nederland wordt
vertegenwoordigd door de firma ITK Diagnostics BV in Uithoorn en de EZ-SCREENtest voor
sulfamethazine van de firma Rhone Poulenc in Nederland vertegenwoordigd door Sopar

Biochem in Nieuwegein.

2 MATERIAAL EN METHODEN
2.1 Geteste ElA kits
2.1.1 Cortecs sulfamethazine en sulfadiazine ElA kits

Volgens de fabrikant (zie Bijlagen | en ) zijn de testen ontwikkeld voor de bepaling
van residuen van sulfamethazine respectieveliik sulfadiazine in viees, melk, bloed, vis of
veevoeders.

Beide testkits zijn gebaseerd op het principe van een competitieve enzym immuno-assay met
specifieke antilichamen gecoat aan de wells van de microtiterplaat. Het principe van de

testen is weergegeven in figuur |.

&
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Figuur 1; Principe van de competitieve EIA

Voor sulfamethazine en sulfadiazine worden detectiegrenzen van 10 ug/kg viees
opgegeven. De sulfamethazine kit kruisreageert met sulfamerazine (28%) en met sulfadiazine
(0,5%). De sulfadiazine kit kruisreageert met sulfamerazine (5,1%), suifamethazine (2,4%) en

sulfamonomethoxine (1,4%).
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De kits bevatten een plastic frame met 12 microtiterstrips van 8 wells en verder alle
benodigde chemicalién inclusief een extractiebuffer, een standaardreeks (1,25; 6,25; 50 en
250 ng/mi} en een duidelike handieiding. De voorgeschreven monstervoorbewerking is
beperkt tot een mengen met de bijgeleverde magnesiumsulfaat bevattende extractiebuffer in
een verhouding van 1:7 {monster:buffer [g:v]) voor vilees, serum, melk en urine of een
mengverhouding van 1:8 voor veevoeder. Na mengen wordt gecentrifugeerd en het heldere
supernatant wordt gebruikt voor de EIA. De prijs is ca. fl 1200,= per kit. Bij een duplo
analyse komt de prijs per monster op ca. fi 30,=.

2.1.2 Randox sulfamethazine EIA kit (Cat. No. SM 1400)

Volgens de fabrikant (zie Bijlage M) is de kit ontwikkeld voor de kwantitatieve
bepaling van sulfamethazine in urine, weefsel en veevoeders. Het niveau waarboven een
monster positief wordt bevonden zou volgens de fabrikant liggen bij: 500 ng/mi voor urine,
100 ngfg voor weefsel en 1000 ng/g voor veevoeders. Volgens opgave zou de kit
kruisreageren met sulfamerazine (10%), sulfadiazine (0,9%), suifapyridine (0,5%),
sulfaguanidine (0,3%) en sulfadimethoxine (0,1%).

De kit is gebaseerd op hetzelfde principe als beschreven bij 2.1.1. De kit bevat een plastic
frame met 6 microtiterstrips van 2 x 8 wells. De strips zijn gecoat met specifieke antilichamen
tegen sulfamethazine. De bijgeleverde standaard heeft na reconstitutie in 5 ml water een
concentratie van 1000 ng/ml. Er wordt geadviseerd om met bijgeleverde acetaatbuffer de
standaard te verdunnen tot de volgende concentraties: 0; 25; 100; 250; 500 en 1000 ng/mi.
Tevens wordt geadviseerd om de test in triplo toe te passen. Dit betekent dat per kit
maximaal 24 monsters kunnen worden geanalyseerd.

Voor urine is de monstervoorbewerking beperkt tot alleen een centrifugestap (3000 rpm
gedurende 12 min.). Veevoeders moeten geexiraheerd worden met 80% methanol (bij 70°C
gedurende 30 minuten). De methanolfase moet na centrifugeren worden ingedampt en het
residu worden opgenomen in een acetaatbuffer. Voor weefselmonsters wordt een zeer
uvitgebreide monstervoorbewerking voorgeschreven (zie Bijlage lll). De prijs is ft 465,= per kit.
De prijs per monster komt op ca. fl 20,=.

2.1.3 Rhone-Poulenc EZ-SCREENtest voor suffamethazine

Volgens de fabrikant (zie Bijlage V) is dit een kwalitatieve test voor het verkrijgen van
een indicatie omtrent de aanwezigheid van sulfamethazine in urine, serum en veevoeders.
Hierbij wordt gebruik gemaakt van het QUICK-CARD testsysteem. Ook dit systeem berust op
het principe van de competitieve enzym immuno-assay (E!A). Volgens opgave heeft de kit
geen kruisreactiviteit met sulfaquinoxiline, sulfadimethoxine en sulfathiazole. Andere
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sulfonamiden worden niet genocemd.

Het is een eenvoudige test die buiten het EZSCREEN@’

laboratorium toepasbaar is. Na het aan de test

toevoegen van een monster(oplossing) en drie
lr:;.\:eg:nua is het resultaat in 10 minuten af te CONTROL SAMPLE
De fabrikant Qaat er van uit dat een
concentratie van 500 ng sulfamethazine per mi
urine overeenkomt met het maximaal
toelaatbare gehalte in lever van 100 ng/g. Om

op dat niveau te kunnen controleren moeten

Bt BRI 7 A W R 1 O SR A Tu A A

S Patent Nod, 398,229 - . ot e

urinemonsters 1 : 50 met de bijgesioten buffer

worden verdund. SAMPLE NO: %
. — 3 ENVIRONMENTAL -}
Bij een controle aan de hand van ' DIAGNOSTICS, INC. . |]

bloedmonsters gaat de fabrikant ervan it dat  BURLINGTON.NC 27215,

een gehalte van 160 ng sulfamethazine per mi
bloed overeenkomt met 100 ng per g lever. Er  Figuur 2: Voorbeeld van de EZ-SCREEN
dient voldoende bloed (5 mi) verzameld te !€st voor sulfamethazine.

worden om 1 ml serum te verkrijgen. In Bijlage IV wordt in het door de fabrikant
“yoorgeschreven protocol een monstervoorbewerking van bloedmonsters beschreven. Serum
dient 16 maal met de bijgesioten buffer te worden verdund.
Voor toepassing op veevoeder wordt een extractie met 80% methanol voorge-
schreven. De prijs voor 10 testen (4 2 spots) bedraagt fl 340,=.
Fer testkaart wordt geadviseerd om een blanco controlemonster mee te nemen. De
analyseprijs per monster komt dan op fl 34,=.

22 Monstermateriaal
Voor het uittesten van de kits werd gebruik gemaakt van de volgende monsters.

- blanco kippeviees,

- blanco kippevlees met toevoeging van sulfamethazine op een niveau van 8
ng/g).

- blanco varkensvlees met toevoeging van sulfamethazine op een niveau van 8
ng/g (voor de toevoeging werd gebruik gemaakt van kippeviees met
toevoeging van sulfamethazine op een niveau van 133 ng/g),

- blanco kippeviees gespiked op een niveau van 50 ng/g,
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- blanco veevoeder (Rikilt nr. 14040),

- veevoeder (Rikilt nr. 14051) suffamethazinegebalte ca. 1x9/g (bepaald met
HPTLC),

- blanco runderurine (RIKILT-DLO nr. 18147).

2.3 Toegepaste monstervoorbewerkingen

De monstervoorbewerkingen voor viees en veevoeder werden volgens verschillende
procedures in combinatie met de verschillende testkits vitgevoerd. De bij de kits behorende
voorgeschreven opwerkingsprocedures werden eveneens bij de andere kits toegepast. Een
vrij uitgebreide opwerkingsprocedure die in RIKILT-DLO gebruikt wordt voor de HPLC
analyse van sulffonamiden is eveneens in combinatie met de kits uitgetest. In het

hiernavolgende worden deze opwerkingsprocedures kort uiteengezet.
2.3.1  Opwerkingsprocedures voor viees

2.3.1.1 Cortecs-procedure voor viees:

Gemalen viees (1 @) werd gemengd met 7 ml extractievioeistof en
gehomogeniseerd (1 min. met de Vortex) waarna gedurende 10 minuten werd
gecentrifugeerd bij 3000 rpm. Het heldere supernatant werd in de EIA gebracht, Deze
werkwijze is identiek voor sulfamethazine en sulfadiazine,

2.3.1.2 Randox-procedure vaor viees:

Gemalen viees (2,5 g) werd gemengd met 10 ml ethylacetaat en gedurende
3 minuten gehomogeniseerd. Na toevoegen van nogmaals 5 ml ethylacetaat werd
gedurende 15 minuten gemengd (head over head) en vervolgens werd gedurende 5
minuten bij 2000 rpm gecentrifugeerd. Aan 12 ml van het supernatant werd 1 ml 50%
methanol in 1% azijnzuur toegevoegd en gedurende 2 minuten werd gehomogeniseerd
(Vortex). Diethylether (5 ml) werd toegevoegd en vervolgens werd gedurende 2 minuten
gemengd en gedurende 5 minuten gecentrifugeerd bij 2000 rpm. De etherlaag werd
verwijderd en de methanoilaag werd ingedampt tot droog. Aan het residu werd 2 ml 1mM
acetaatbuffer (pH 7,0) toegevoegd en het geheel werd verwarmd tot 37 °C. Na mengen
(vortexen gedurende 2 minuten} werd de oplossing afgekoeld tot kamertemperatuur en

gebruikt voor de EIA.

2.3.1.3 RIKILT-DLO-procedure voor viges:
Gemalen viees {2 g} werd gemengd met 25 ml dichloormethaan in een
stomacherzak. Na 2 minuten extraheren m.b.v. de stomacher werd de dichioormethaan
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afgeschonken over glaswol. Deze extractie werd tweemaal herhaald. Aan .de verzamelde
extracten werd 25 mi petroleumether toegevoegd en gemengd. Een Sep-Pak silica cartridge
(Waters no. 51900) werd met 50 ml dichloormethaan voorgespoeld. De monsteroplossing
werd met behulp van een wegwerpspuit op de Sep-Pak cartridge gebracht en de cartridge
werd gespoeld met 5 ml dichloormethaan. Na 15 minuten drogen van de cartridge met
stikstof werden de sulfonamiden geglueerd met 5 ml fosfaatbuffer (pH 10,0). De eerste 3 ml
van het eluaat werd in een gecalibreerde buis opgevangen. De pH van het eluaat werd
gecontroleerd en zonodig bijgesteid tot pH 6,5. Aan het extract werd 2 mi ethylacetaat
toegevoegd en vervoigens werd gedurende 20 seconden gemengd en gedurende 1 minuut
bij 2000 rpm gecentrifugeerd. De ethylacetaatfase werd afgenomen en overgebracht in een
buis. De extractie werd tweemaal herhaald en de verzamelde ethylacetaatfracties werden
ingedampt tot droog. Het residu werd opgelost in 2 ml PBS en deze oplossing werd in de
ElA gebracht.

2.3.2 Opwerkingsprocedures voor veevoeder

2.3.2.1 Cortecs-procedure voor veevoeder

Vesvoeder (1 g) werd gehomogeniseerd met 8 mi extractievioeistof en
vervolgens werd gedurende 10 minuten bij 3000 rpm gecentrifugeerd. Het heldere
supernatant werd. in de EIA gebracht. Deze werkwijze was voor sulfamethazine en

sulfadiazine gelijk.

2.3.2.2 Randox-procedure voor veevoeder

Veevoeder (10 g) werd gemengd met 100 ml 80 % methanol. Het mengsel
werd gedurende 30 minuten verwarmd bij 70 °C en vervolgens gedurende 30 minuten
geschud. Van de vioeistof werd 10 ml afgenomen en gedurende 10 minuten gecentrifugeerd
bij 2000 rpm. Het supernatant werd onder stikstof drooggedampt en het residu in 10 ml 1mM
acetaatbuffer (pH 7.0) opgelost onder verwarmen tot 37°C. Na afkoelen tot
kamertemperatuur werd deze oplossing in de EIA gebracht.

2.3.2.3 RIKILT-DLO-precedure voor veevoeder

Veevoeder (10 g) werd gemengd met 50 mi methanol en de oplossing werd
gedurende 1 uur geschud en vervolgens over een vouwfilter gefiltreerd. Breng 12,5 g
aluminiumoxide (Merck 1097} in een glazen kolom. Breng het filtraat op de kolom. Was de
kolom met 30 ml ethanol. Elueer de sulfonamiden met 50 ml zure methanol. Voeg aan het
eluaat enkele druppels ammonia toe tot zich een neerslag vormt. De pH moet & zin.
Centrifugeer 10 minuten bij 2500 rpm. Verdamp het supernatant bij 50°C. Voeg aan het
residu 5 mi PBS toe. Schud de oplossing 5§ minuten. Gebruik deze oplossing in de EIA.
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3 RESULTATEN EN DISCUSSIE

3.1 Het maximale signaal

Eén van de belangrijke parameters bij een competitieve EIA is het maximale signaal
verkregen met een nulstandaard {ook wel de BO genaamd). In het algemeen dient een
dergelijk signaal tussen de 1,0 en 2,0 exinctie-eenheden te figgen. Een dergelijk maximaal
signaal is ondermeer afhankelifk van de incubatiecondities.

Bij de Randox-kit worden twee incubatiecondities omschreven: 2 uur bij 37°C of
overnacht bij 4°C. Er is een duidelijk verschil tussen beide incubatiecondities waargenomen.
Een incubatie van 2 uur bij 37°C leverde een BO (gemeten bij 490 nM) van 0,6 extinctie-
eenheden op terwijl een overnacht incubatie bij 4°C een BO van 2,4 gaf. Ook de ijkcurven
gaven onder deze twee condities duidelijke verschillen (zie 3.2).

Bij de twee testen van Cortecs werd een incubatie van 1 uur bij kamertemperatuur
voorgeschreven. De sulfamethazinekit gaf op de eerste dag, waarbij de helft van een
microtiterplaat werd gebruikt, een maximale extinctie {(gemeten bij 405 nM) van 0,65. Tijdens
het tweede experiment, een paar dagen later uitgevoerd met de tweede helft van de Kkit,
werd een maximaal signaal van slechts 0,37 waargenomen. De sulfadiazinekit werd in zijn
geheel op één dag verbruikt en daarbij werd een maximaal signaal van slechts 0,35
gemeten. Het maximale signaal van de beide Cortecs-kits is dus te faag. Mogelijk kunnen
andere incubatiecondities hierin verbetering brengen. Volgens het protocol van de Cortecs-
kits zou het peroxidase conjugaat in gevriesdroogde vorm worden geleverd, In de ontvangen
kits werden de conjugaten in opgeloste vorm aangetroffen. Mogelijk is dit de oorzaak van het
lage signaal (instabiel conjugaat).

3.2 De ijkcurven

120
96 ® Randox SM A
g 2 uwr 37 C
B " A Randox SM B
&
72+ F ; overn. 4 C
8, o Cortecs SM A
s 1 ur KT
& 48¢ + Cortecs SM B
o > 1 uwr KT
2 4  Gortecs SD
A
24 1 uwr KT
h
A
o
1 10 100 1000

ng/ml

Figuur 3: IJkcurven van sulfamethazine (SM) en suifadiazine (SD) verkregen met EIA-
kits van Randox en Cortecs.
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Aan de hand van de ijkcurven (standaardoplossingen) werd een indicatie van de
gevoeligheld van een kit verkregen (zie Figuur 3).
De Randox-kit gaf na een incubatie van 2 uur bij 37°C een te viakke ijkcurve. Na overnacht
incubatie bij 4°C werd de Randox-ijkcurve beter en vergelijkbaar met de Conecs-ijkcurven,
Een standaardoplossing van 10 ng/ml gaf bij de Contecs-ijkcurven een duidelijk verschil met
de nulstandaard. De laagste voorgeschreven standaard bij de Randox kit was 25 ng/mi,

3.3 Kruisreactiviteit
Van de twee test-kits van Cortecs werd de kruisreactiviteit voor andere sulfonamiden

bepaald (zie Figuren 4 en 5). Voorts werden de bij de kits geleverde standaardoplossingen
vergeleken met een RIKILT-DLO standaardoplossing.

120
1”70
= K.=nethazine
Oortex. T
-4 —— S~methazine [ 133 ——— —— B-dinzire
g REKLT-DLO B " —
o P —e— B.onernzine = Hl:mn
- -4 - B-marerne
= <t fedimzine g
- S -
g —a= Bepyride 4
14 1 a wer Bepyridive
. R
thoxina
L}
1 1% 108 1o0e
ng/mi
Figuur 4: Kruisreactiviteit van de Cortecs sulfa- Figuur 5. Kruisreactiviteit van de Cortecs
methazine kit. sulfadiazine kit.

De door Cortecs geleverde sulfadiazine standaard kwam goed overeen met die van het
RIKILT-DLO. Bij de sulfamethazinestandaarden werd een meetbaar verschil tussen Cortecs
en RIKILT-DLO gevonden.

De Cortecs sulfamethazine kit vertoonde, zoals door de fabrikant opgegeven, de meeste
Kruisreactiviteit met sulfamerazine. Voor de overige sulfonamiden was de Kruisreactiviteit
laag.

3.4 Monstervoorbewerking

Bij iedere kit zijn voor zowel vlees als veevoeder drie procedures voor de
monstervoorbewerking toegepast. De Cortecs-kit beschrijft de meest eenvoudige procedure
(homogeniseren met een bijgeleverde extractievioeistof en centrifugeren). De concentratie
vlees en veevoeder in het uiteindelijke extract is 0,143 g viees/ml en 0,125 g veevoeder/ml.
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De door Randox beschreven monstervoorbewerking is meer uitgebreid en de concentratie
vlees en veevoeder in de eindextracten is 1 g viees/ml en O,1 g veevoeder/ml. De gebruikte
RIKILT-DLO monstervoorbewerkingsprocedure wordt eigenlijk toegepast bij een HPLC
bepaling van suffonamiden en is zeer uitgebreid. Deze procedure geeft concentraties van 1
g viees/ml en 2 g veevoeder/mi.

De drie beschreven procedures voor viees resulteerden in heldere extracten. Bij veevoeders
werden in de eindextracten nog onoplosbare deeltjes waargenomen.

Tabel 1: De verkregen percentages B/BO van viees en veevoeder met
en zonder toevoeging van sulfamethazine in de Cortecs- en
Randox-kit en met verschillende monstervoorbewerkings-

procedures,

MONSTER CORTECS-KIT RANDOX-KIT

monstervoorbewerking monstervoorbewerking

Cortecs Randox RIKILT-DLO Cortecs Randox RIKILT-

DLO

Viees (blanco} 56 115 133 96 46 118
Viees + 8 ppb 56 83 56 a8s 77 102
Viees + 8 ppb 44 92 83 99 98 86
Viees + 50 ppb 40 80 67 96 a7 7
Veevoeder (blanco) 120 57 165 108 Fal 142
Veevoeder + ca.l ppm k)| g 54 43 8 105

De Cortecs-kit gaf met de voorgeschreven monstervoorbewerking voor het blanco
vleesmonster een B/BO van 56% hetgeen volgens de ijkcurve (zie Figuur 3) overeenkwam
met een gehalte van ca. 40 ng/ml. Omgerekend naar vlees was dit een achtergrond die
overeenkwam met 280 ng/g. Hierdeor is een controle op het 100 ng/g niveau onmogelijk. Dit
blijkt eveneens uit het geringe verschil in B/BO (16%) tussen blanco viees en hetzeifde
monster met toevoeging van 50 ng/g sulfamethazine.

Een meer uitgebreide voorbewerking zoals voorgeschreven door Randox of RIKILT-DLO had
een gunstig resuitaat op het achtergrondsignaal van blanco vlees verkregen met de Contecs-
kit. Ook het verschil tussen de blanco en het monster met 50 ng/g toevoeging werd groter
(35 en 66%). Door aanpassing van de beschreven monstervoorberwerking lijkt het dus
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mogelijk om met de Cortecs-kit vieesmonsters te kunnen controleren op de aanwezigheid
van sulfamethazine op het niveau van 100 ng/g.

Voor veevoeder lijkt de Cortecs-monstervoorbewerking voldoende. Het achtergrondsignaal
van de blanco was laag en de afname met veevoeder dat ca. 1 ppm sulfamethazine bevat
was groot. De meer uitgebreide monstervoorbewerking fijkt hier niet noodzakelijk.

De Randox-kit was, in combinatie met de voorgeschreven monstervoorbewerking
eveneens ongeschikt voor de controle van viees op het 100 ng/g niveau. De in blanco viees
gemeten achtergrond was zeer hoog.

Qok de uitgebreide RIKILT-DLO voorbewerkingsprocedure gaf in combinatie met de Randox-
kit een minder resultaat vergeleken met de Cortecs- kit.

Voor veevoeder leek deze kit in combinatie met de beschreven voorbe-

werkingsprocedure wel geschikt.

De sulfadiazine-kit van Cortecs werd voomamelijk beoordeeld omtrent de
kruisreactiviteit van de kit voor andere sulfonamiden {(zie 3.3). Een blanco vleesmonster en
viees met toevoeging van 10 en 50 ng/g werd eveneens meegenomen. Hierbij werd alleen
de Cortecs-monstervoorbewerking toegepast en dit resulteerde in gen lage achtergrond van
89,3% B/BO voor de blanco hetgeen overeenkwam met <1 ng/ml en < 7 ng/g in vlees. Het
moenster met toevoeging van 50 ng sulfadiazine/g viees gaf een duidelijke signaalverlaging
(62,8% B/B0). Dit geeft een goede indicatie voor de bruikbaarheid van de kit voor de
controle van vleesmonsters op het 100 ng/g niveau.

3.5 De EZ-screentest voor sulfamethazine

Deze test werd voornamelijk getoetst op de bruikbaarheid in de slachtfase waarbij
urine uit het nierbekken (pré-uring) wordt gebruikt als controlemateriaal. Bij de nu toegepaste
NNNT wordt eveneens uitgegaan van pré-urine. Hierbij worden schijfjes in het nierbekken
gebracht waarmee het monstermateriaal wordt opgezogen. Deze urine bevattende schiffies
worden eveneens gebruikt bij de controle op chlooramfenicol met de La-Carte test. Deze test
berust op hetzelfde principe als de EZ-Screen test. Doel van de testprocedure was om te
beoordelen of een dergelijke procedure eveneens toepasbaar is voor sulfamethazine.

In eerste instantie werd een blanco urinemonster (RIKILT-DLO nr. 18147) verdund in
de bijgeleverde verdunningsbuffer (50, 20 en 10 keer) en vergeleken met de bijgeleverde
blanco controle. Tussen de blanco controle en de verschillende verdunningen van het
urinemonster werd geen verschillende kleur van de spots waargenomen. Met de verdunning
van 50 keer is het mogelijk om urinemonsters op het 500 ng/mt niveau te kunnen controleren
op de aanwezigheid van sulfamethazine (zou overeen komen met 100 ng/g weefsel). Het lijkt
dus mogelijk om het urinemonster minder verdund in de test te gebruiken waardoor de
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gevoeligheid van de test beter wordt.

Aan dezelfde urine werd 100 en 200 ng sulfamethazine per ml toegevoegd en na 20
keer verdunnen waren de hiermede verkregen spots lichter dan de controlespot. Een
controle op 200 ng/ml niveau liikt mogelijk. Een meer uitgebreid onderzoek naar de
mogelijke invioed van verschillende urinemonster moet nog plaatsvinden.

Vervolgens werd aan het urinemonster sulfamethazine op het G, 100, 200, 300, 400

en 500 ng/ml niveau toegevoegd. Aan deze monsters werd een schiffje zoals gebruikt bij de
NNNT toegevoegd. Uit weegexperimenten is gebleken dat een dergelijk schijfie ca. 150 pl
urine opzuigt. De schijffies werden in de bij de test geleverde verdunningsbuffer (4,5 mi)
gebracht en het geheel werd geschud. Deze verdunning van het monster komt neer op ca.
30 keer. Vanaf 300 ng/ml was er een duidelijke afname van de kleurintensiteit van de spots
waarneembaar.
Per verpakking worden 2 testkaarten met ieder 2 spots (1 voor de blanco controle en 1 voor
het monster) en 2 buisjes met verdunningsbuffer (4,5 ml per buisje) geleverd. Per verpakking
kunnen dus 2 monsters geanalyseerd worden. De test is eenvoudig omdat de juiste
hoeveelheid verdunningsbuffer in het buisje aanwezig is en de schifies in het buisje passen.

De kruisreactiviteit van een aantal sulfonamiden werd uitgetest door

standaardoplosssingen van 10; 100; 1000; en 10000 ng/ml te gebruiken. Hiervan werd een
druppel (ca. 50 rl) per spot toegevoegd.
De absolute gevceligheid van de test voor sulfamethazine bedraagt ca. 0,5 ng. Dit komt
overeen met een standaardoplossing van 10 ng/ml Indien er bij 10; 100; 1000 en 10000
ng/ml geen kieur ontstaat wordt de kruisreactiviteit op respectievelik <100; <10; <1; en
<0,1 % gesteld. in Tabel 2 wordt het resultaat voor zes sulfonarniden weergegeven.

Tabel 2: De kruisreactiviteit van zes sulfonamiden met de EZ-screen test.

Kleurintensiteit bij concentratie

Sulfonamide {ng/ml)
Kruisreactiviteit
10 100 1000 10000 (%)
Sulfamerazine biauw licht blank blank 10
blauw
Sulfadiazine blauw blauw biauw licht <1
blauw
Sulfadoxine blauw blauw blauw blauw <0,
Suifadimethoxine blauw blauw licht licht 1
blauw blauw
Sulfaquinoxaline blauw blauw blauw licht 01
blauw
Sulfathiazol blauw blauw blauw licht 0.1

blauw
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Volgens de beschrijving bij de test vertonen de sulfonamiden Sulfaquinoxiline,
sulfadimethoxine en sulfathiazole een kruisreactiviteit van <0,01%. Uit bovenstaande tabel
blijkt dat een redelijk hoge kruisreactiviteit met sulfamerazine (ca. 10%) wordt gevonden.
Voor sulfadimethoxine bedraagt de geschatte kruisreactiviteit ca. 1% en voor de overige

sulfonamiden is de kruisreactiviteit lager.
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3.6 Aanvullend onderzoek

Het hiervoor beschreven onderzoek is slechts bedoeld om een indicatie te verkrijgen
omtrent de mogelijke bruikbaarheid van commercieel verkrijgbare testen. Aanvullend
onderzoek is noodzakelijk om de testen verder op hun juiste waarde te kunnen inschatten, In
ieder geval is gebleken dat de testen redelik specifiek zijn voor de stof waarvoor zij zijn
ontwikkeld. Voor de keuring op meerdere sulfonamiden tegeliik is dit nadelig. Hierbij zou een
minder specifieke test meer van toepassing zijn.

Een dergelike minder specifiecke test zou ontwikkeld kunnen worden door
antilichamen op te wekken tegen het aromatische amine dat bij alle sulfonamiden voorkomt
{zie Figuur 6). Sheth en Spomns {6] beschriiven de ontwikkeling van een immunoassay
gebaseerd op dergelijke antilichamen en geven aan dat negen in structuur verschillende
sulfonamiden hiermee reageren.

Een test gebaseerd op dergeliike minder specifieke antilichamen is voor zover bekend nog
niet commercieel beschikbaar en zou binnen RIKILT-DLO kunnen worden ontwikkeld.
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Figuur 6: Structuren van verschillende suifonamiden.
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4 CONCLUSIE

De gevoeligheid van de testen ligt in dezelfde ordegrootte. Volgens de ijkcurven kan
de beslisgrens liggen tussen de 10 en 100 ng/mi. Met de Cortecs-testen wordt een te laag
maximaal signaal (B0) verkregen (0,3-0,6 extinctie-eenheden). Verandering van incubatieom-
standigheden zou hierin verbetering kunnen brengen. Inmiddels heeft Cortecs een ander
meer stabiel enzymconjugaat in de test gebracht waarmee een hoger maximaal signaal
verkregen zou kunnen worden.

De microtiterplaattesten van Cortecs en Randox lijken te voldoen voor de controle
van veevoeders op aanwezigheid van sulfamethazine vanaf in ieder geval het 1 mg/kg
niveau. De door Cortecs beschreven monstervoorbewerking heeft vanwege de eenvoud (een
simpele extractiestap) hierbij de voorkeur. Uiteraard dienen bij toekomstig gebruik eerst
meerdere veevoedermonsters bekeken te worden omtrent achtergrondsignaal (blanco
veevoeders). De voornaamste toepassing zal echter de controle van viees en organen zijn en
hierbij vertonen beide testsysternen problemen. Volgens de bij de testen geleverde monster-
voorbewerkingsprocedures wordt voor blanco kippeviees een te hoge achtergrond gemeten.
Mede hierdoor is de controle op het gewenste 100 ng/g niveau niet mogelijk. Door een meer
uvitgebreide voorbewerking te gebruiken lijkt de Cortecs-kit wel toepasbaar op het gewenste
niveau. Nader onderzoek naar de achtergrond bij varkens- en rundvlees en organen dient te
worden uitgevoerd.

De EZ-screentest lijkt toepasbaar voor pré-urine met een beslisgrens rond het 300
ng/mi niveau wat volgens de fabrikant overeenkomt met in ieder geval een niveau lager dan
100 ng/g in lever. De test is snel (binnen 10 minuten resultaat) en gemakkelijk vitvoerbaar en
geschikt voor toepassing op kringlaboratoria met een relatief laag monsteraanbod (enkele
monsters per dag).

De kruisreactiviteit van andere sulfonamiden in de testen is laag (<25%). Volgens de
literatuur most het mogelijk ziin om een immunoassay te ontwikkelen die geschikt is voor
meerdere suifonamiden. Hierbij zouden de te ontwikkelen antilichamen gericht moeten zijn

op het in alle sulfonamiden voorkomende aromatische amine.
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Bijlage I:

Protoco! van de Cortecs Sulfamethazine-kit
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Sullamethazine 1A Test kit

PRINCIPLES OF THE TEST

This tost is developed to detect residucs of Suifamethazine in anumal meat, miik,
wine, blood; fish or jced. 1t is pascd on Competilive immMunodssay with aniboaics
which bind la both Sullamecihazing and Sullamethazine-cnzyme conjugale, (n this
Competitive assay, coior is inversely proporuonal @ the sampic concentrauen of
Sullamcinazine.

Fig=1
1%

o.:ég.‘u

v
v

@
"] ——
.:'é‘

q4

4
v

T—

k2
A2
. Hs jon of chromogen
tntroduction el e cub Wasn a::“ulcn development
sample and conjgate it ticn) catar developm
o ARtpUC-ERZYME o —pramosen
Y Antibody * Antibieuc Lt conjugate

COMNTENTS QF THE KIT

1. Anti Sulfametharine antibody costed microtite giate (96 welis) 1
2. Peroxidase conjugated Sulfamethazine (ireeze dry) 1

3. Sullamethazine standard Tmlx 4

4. Wash solytion concentrate  {{=fold 30mlx2

5. Mogncsium suifate exuaction concontrate  10-lold 25 ml %}

6. Chromogen solution  10-fold 2mlxld
(2,2-Azinchis { 3Cthy iine Suilonic acid )

7. Civate bulfer selution (containing Hydrogon Peroxie) 12mt x|

8 5100 solution {Containing Sodium Fluoride) 12 ml x

{MEPARATION OF KIT COMPOMNENTS

1. WASIH SOLUTION
Wash solution is supplied as a 10-lold concentrare and it requires 110
dilution in de-ionised water !o prepare the working wash solution. It is stable
{or 3 month &l room temperature.

2. PEROXIDASE CONIUGATE
R iwte the Peronidace confugale with working wash tolution according to
the istructions on the vial, Mix well. Store the adasied Peroxidase conjugale
solution in refrigerator, and use wilthin one week. Keep in froezer (-20°C) for
sovaral months storage.

3. EXTRACTION SOLUTION
Dilue 1/10 {1:9) Extraciion concentrate in working wash solution.
Store in refrigerator and we within 3 days.

& CHOMOCTN
Dilute 1116 {1:9) Clromogen i Citrale butler solution, Lise within 2% hows as
the chromogen looset reaclivity in solution. 1f a defective chromogen is used
for \he assay, e blank woll will show too high an O/ valus.

IMEPARATION OF TEST SAMPLE
L. Animal meat and organ tmssue

a) Prepare Ig of sarnple and 7 mib ol Extraction solutian.
(or any volune at 3 ratio of 1:7)
b} Homogenize weil.
¢) Centnfuge at 3000 rpm for 10 minyces. Use Lhe clear supermatant as tost
samale.

- |f necossary, lake out Jat {rom liquid.
+ The test samples can be stored in refrigeroter (o0 3 fow days.
For Jonger starape, keep in freezer (-20°C)

2, Scrum, mik ang wrinG

a) Mix sampic and LxLoclian solution al 3 ratio of (:7, and usc 1T 38 oSt
Qampie,
) 1 necosary, centrifuge for avoiding sy,

3. Amimal feed

a) Mix wall the sample and Exvaction solution at a ratio of 1B
b} Conifuge and wse 1he Clear SuDematant as test smple.

Note

~All sampics must be kept ar phf between 6 and 8. Otherwise adast Lthe pH of

sampies with solution of Hydrochiaric acid of Sodium hycroxide.

-For test of high viscosity or high protein concentrate samples, it is possibie

10 observe intericrances in resulis, ’
-Rabbit Antibodies are used for this kit. The test results will be inerfered
with by moiecules which might react to these anlibodics.

Ex ; Ant-Rabbit 1gG Antibody.

-3ince Peroxidase is used for this kit, the results will be interfered with by
exisience of chemicals i sample which are obstructive 1o the resction
of Peroxicass,

Ex ; Cyanogen, Azide, Fluorine.

IMMUNCASSAY PROCEDURE

1. Ailow all reagents, micraweli modules and sampies 10 reach Room Temperature.

1. Using new pipeite tip, place 50 i@ of a controi standard or sample into the
wetl.

3. immediatly, add 50 ¢ ol Peroxidase conugate sojution o the weil,

3. For other standards and sampies, [ollow procetures 2 and 3.
in case of a [arge number of samples, mix v advance each sampie or s1ancard
with Peroxidase conjugate solution. Then place pre-mized samples and slandarcs
into cach well.

5. Incubaiz all weils a3t Room Tempersture (or | howr. The wells should be coverec
(0 provent cvaporalion during the incubstion.
6. Empty all wells, and aod Working Wash Sodution into she weils. Repeat these
procetures twice more and empry them. (1otal 3 times at least)
7. Using new pipeitle tin, Place 100 ¢ of Chvomogen inta each welks.
$. lacubate wells at Room Temperature [or 15 = 30 min, until the highest O.0.
value in the control standards (the weli of 1.23 ng/mi/10 ppb o
blank)reacnes W the range of 1.0 10 L4
- Usual color development time is acound JO min, When the kit is very rew, it
takes only about I35 min.but wnen the kit is nearly expired (aller long
storage or under bad storagekil takes nearly 30 min
« Ii the coior deveitp range v 1.0 - 1.4, it secuares less than 15
min, so additionally dilules chromogen becomes necessary (20 - hlis )
dilution). |n such case, ¢olor development should tske more Wan 13 min.
- il \he color cevel range 1.0 ~ 1.4, it requires moce than 30
min, then the kit is aiready delective or the assay is invalid.
9, Pipette 100 pg Stop Solution into each weli 10 stop the reaction.
10. Resd cpucal absorplion values of each wells at 000 - 420 nm.
§1. Plot O/D values af the standards on semi-Log groph. With such stancara curve,
read the values of each sampies in ppb.

Nowe

-PEROXIDASE CONIUGATE MUST NOT BE CONTAMINATED WITH STOP SOLUTION.

CROSS-REACTIVITY
Sulfamethazine 100 %, Sullamerazine 28 %, Sulfadiazine 0.3 %
With ouher Sullenamide antibiotics the coossreactivity is less than 0.1 %

Example of standard curve
Afllpniay  dret ITABSANS

LI TR




Bijlage II:

Protocol van de Cortecs Sulfadiazine-kit
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Sulfadiazine EIA Test Kit

PRINCIPLES OF THE TEST

This 1e51 is developed 10 detect residues of Sviladiazine in animal meat milk,
urine, btood; fish or feed. It is based on Compatitive immunoassay with antibodies
which bind ¢ 5ot Sutfadiazine and Sulladiaire-enzyme conjugate. in this
Competslive 355y, COlOr 18 inversely proportiondl 1o concentration of

Sulladiazine.
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sample and conjugate  (Incuoation) and color development
Y Antioody  »  Antibistic of ArtibicticEnzyme o en

conjugate

CONTENTS OF THE KIT

1. Anti Suifagiazire antibody coated microtitre piate (96 welis) 1

2. Perozi conppated Sulladiazine {(reexe dry) 1
). Suliadiazine stamdaras |y ox k
6. Wash solution concenirate  1D-loid 50 mi 2
3. Magrwsiom wilate extraction comcentrate  10-fold 23 mi x 1
6. Cwomagen solvtion  10-(old 2mlox ¢
[2,2-Azinebis [ J-Eihylbereihiazaline Sullonic ucid )
7. Citrate bul{er solution (contaming IHydropen Peroxide) 127 m1 %}
#. Stop salulin 12mlx

PRUEPAIATION OF KIT COMPONENTS

1. WASH SOLUTION
Wash salution is suxplied as a 10-foid concentrste and it roquires §/10
dilution in de-ioniscd water o prepare the working wash solulion. ) s swable
[or @ month at room lompara e,

2. PEROXIOASE CONJUGATE
Recorstitute the Peroxidase conjugate with working wash salution according to
the instructions on e vial, Mix weil. Store the adisted Peroxidase conjugate
0MILON N relrigeraton, and wsc within onc wook. Keop in freezer {-20° C) for
scvornl monihs siGrage.

3. EXTRACTION SOLUTION
Dilute 1£10 (1:9) Extracdon concentrale in warking wash solution.
Swre i relrigeroior ond wee wilhin ) days.

4. Q- IROMOCEN
Diluic 1/10 (1:9) Chromogen in Citrate builer solulian. Use within 24 hows as
Lhe chromopen Kcset reactivily in solution. I[ a defottive chromogen is uscd
lor i assay, the blank well will show too high an O/D value,

PREPARATION OF TEST SAMPLE
. Animal reat and organ tissue

1) Prepare ig of sampic and ¥ mi of Cruaction soalulion,
{or 3rw volume 3t @ ratio of 1:7)
b} | lomogenize well.
€) Cenrrifuge at 3000 /pm for 1O minutes. Use the Cicar supcmatant as test
sampiec.

- M nocossary, take oui fat [rom liquid
- Yhe 1oL samples can be slared in refrigerator for 3 few days.
For longer swrage, koep in treezer (-20°CL

2. Serum, muk and urinc

3} Mix sampie and Exrracuon sowuon 3t 3 rauc of 1:7, ard use 1t as st
samale.
3} If necessary, contrifuge for avonaing siurry.

1. Animal fesd

a) six well the samnpie and Extraction salu(:on at a ratio af 13,
b} Contrifluge and use the clear supermatant as 1850 sampie.

Note

-All sampies must bo koot at pHl between 6 and 8. Olherwase adjust the 2ol of

Mpics wilh solution of | lydrochleric acic or Sodium fwydroxide.

-lor 18t of high wiscesity o high profein conconlrate samples, it s possible

¢ observe inter{crences i rosulls-

-Rabbit Antibodies are wsed for this kit The st resulis will be interfcred

with by malecules which might react 1o these anuibodics.

Cx ; Anli-Rabbit igC Antibody.

-Since Pcroxidase is osca for Wnis ki, tha resulils will be nierfored with by
existence of chemicals in sample which are obstructive te the reaclion
ol Peroxidasc.

€x ; Cyanogen, Azide, Fluorine.

IMMUNOASSAY PROCEDURE

1. Allow all roagonts, microwell modules and sampies to reacn Room Temperature.

2. Using new pipetle tip, place 50 2 of a conucl standard or sampie into Whe
weh.

J. immediatly, add 30 pg of Peroxidxe conugate solulion 10 the welk.

4, For ower standaras and samples, follow trooodures 2 and 3.
Encasco!aIargemmwolmws.mmmmmwearswu

i e solution. Then pigee pro-mided samples and standards

with s

inta cach well,

3. ircubaty AU weis a5 Room TemperiRarc jor | hour. The weils fouid be ceveres
o prévent eveperition during the incubauen.
6. Empty all wells, 2nd wod Working Wash Solution into the wells. Repest thesa
procedures twice more end empry them. (total 3 Umes 2t least)
7. Using mew piperie Up, Place 100 pg of Chromogen inte each wells
3. laguoate wells at Room Temperatwre for 15 = 30 min, uvntil the highest ©.D.
vaiue in the control sandards (the well of 1.25 ng/mi/I10 ppb o
blank).reaches 10 the range of 1.0 10 L9
- Ususl color development time is dround 30 min, When the it is very new, it
takes only about 13 minbut when the Wit it nearly expired (after long
storage or under bad storage),it taked nearly 50 min
- !f the color deveiopment range between 1.0 - 1.4, it requires tess than 15
min, jo additionally diluted cvomogen becames necessary (20 - 30%
dilution) In such case, color development shonild take more than 15 min.
- i 1he color development range between 1.0 - 1.8, it requires more than 50
min, then the kit is alrepdy defective or the assay iz invalid.
$. Pipeite (00 ug Stop Selution into each wefl to stop the reaciion.
10. Rezd totice! absomption values of sach welis :
11, Plot O/T vetues of the stantmeds on semi-Log graph. With such standard curve,

rend the values of each amples in ppb.
Note
-PEROXIDASE CONJUCATE MUST NOT BE CONTAMINATED WITH STOP SOLUTION.

Speci Ty oivmy

Coapound | reaerivity | Cowouad | femremey
Sulfaguicoxaline i€ 0.05 Salfadiszioe f 100
Sulfasonomethey:pe 1.4 Suifamethonazole ¢ 0.0%
SolfadimeChoxine ¢ 0.05 |Sulfamethoxyptidazioe: ¢ 0,05 |
Sulfamethazioe 2.4 Sulfasiismide < 0.05
inlfamecazine ; 3.1 Solfanilic acid i <005 |

Standarad curve

Slfsiontey.
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Cat. Nea,

SM 1400 1 x 96 tests Microtitre plate 1 plate
2. working buffer 2 vials
3. Conjugate 2 vials
4, Chromogen 2 vials
§. Stendard 2 vials

ACCESSORY KITS

SM 1401 10 x 1T ml 1. Negative Urine & vials
2. Urine-elevated 2 vials
3, Urine«low 2 vials

SM 1402 10 x tmt 1. Negative feed 6 vials
2. Feed-elevated 2 vials
3. Feed-low 2 vials

SM 1403 10 x 1 ml 1. Negative tissue 6 vials
2. Tissue-elevated 2 vials
3, Tissue-low 2 vials

This kit measures quantitatively the level of
Sulphamethazine (SMT) in urine, tissue and feed

samples. ’

PRINCIPLE ~

Antibody to SMT is bound to a microtitre plate.

SMT (antigen) in the sample competes with the
horseradish peroxidase labelled SMT (enzyme-labelied
antigen) for binding to the limited mumber of
antibody sites on the microtitre plate.

The enzyme substrate (Hznz) and the chromogen o-
phenylenediamine (o-PD) are added. After an
appropriate time has elapsed for maximm color
development, the enzyme reaction is stopped and the
absorbances are determined. SMT concentration in the
sample is calculated from a standard curve. The
colour intensity is inversely proportionat to the
concentration of SMT in the sample,

SAMPLE PREPARATION

URINE

From the pig to be tested, collect a small fresh
sample of urine in a clean glass (not plastic)}
container with & lid. Urine samples and urine
controls should be centrifuged at 3000 rpm for 12 min
before analysis to remove any particulate material
which may interfere with- the test. Properiy identify
the sample and store at +4°C. Store at -20°C if not
to be used immediately.

oy

SULPHAMETHAZINE

SULPHADINIDINE

TISSUE

a)

)]

€

d)

e)

1§

g)

hy

weigh out 2.5 g of kidney, diaphragm or gluteal
muscle tissue using small pieces cut from a
partially frozen sample.

Add 10 ml of ethyl acetate and homogenize for 3
minutes.

Add 5 ml of ethyl acetate,
Mix (end over end) for 15 minutes.
Centrifuge at 2000 rpm for 5 minutes.

Remove 12 mt of the supernatant and evaporate to
dryness.

When cool add 1 ml of 50% methanol inm 1% acetic
acid and vortex for 2 minutes.

Add 5 mt of diethyl ether and mix gently for 2
minutes .

Centrifuge at 2000 rpm for 5 minutes,

Remove the ether layer and discard.

Evaporate the methano! tayer to dryness.

Add 2 ml of 1 mmol/l acetate buffer, pi 7.0, pre-
warmed to 37°C and vortex for 2 minutes.

Store in a clean glass container at +2 to +8°C.
Store at -20°C if not to be used immediately.

FEED

a)

b)

c)

d)

e)

f

—

9

Weigh out 10 g of feed

Add 100 ml of BOX methanol.

seat at 70°C for 30 minutes in incubator.
Shake for 30 minutes .

Take off 10 mi and spin at 2000 rpm for 10
minutes.

Evaporate the supernatant to dryness under “2

Resusperd in 10 ml of 1 mM sodium acerate buffer
pH 7.0, pre-warmed to 37%.

Store in a clean glass container at +2 to +8°C.
Store at -20°C if not to be used immediately.

RANDOX Laboratories Lid., Ardmore, Diamond Road, Crumlin, Co. Antrim, United Kingdom, 8T294QY
Tei: CRUMLIN (084 94) 22413 Talox: 748135 RANDOX G Fax. No. INT, 44 84 34 52012 U.K. 084 34 52912
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MANUAL - SULPHAMETHAZINE - SM 1400

REAGENTS, MATERIALS AND INSTRUMENTATIOM

Contents Initial Concentration

of solutions

---------------------------- S mrrrmsrrmtmcremsc—ranmas

Antibody coated Microtitre plate

2. Working buffer
Acetate Buffer
B8SA

3. Conjugate
Horseradish peroxidase -
Sulphamethazine

4. Chromogen
o-phenylenediamine
Citrate/Phosphate buffer

5. Standard
Sulphamethazine 1600 mg/mi

Store all reagents in the dark at +& to +2°¢C,

1 mmol/sL, pH 7.4

2 mmol/L
20 mmol/L, pi 5.6

ADDITIOMAL REAGENTS NOT SUPPLIED WITH THE KIT

All testg:-
+ Hydrogen peroxide (30% w/v)
- Sulphuric acid (2.5 M}
- Wash buffer (0.9% NACL; 1X TWEEN 20)
= 1 mM sodiun acetate buffer (pH 7.0)

Tissue test only:-
- Ethyl acetate
- 50% Methanol in 1% Acetic acid soln,
« Diethyil ether

Feed test only:z-
- 80% Methanol

MATERIALS AND INSTRUMENTATION

- Colorimeter/Microtitre Plate reader
waterbath/Incubator at 37°C

+ Pipettes : 10 4l to 100 ui

Method of washing plate.

- Plate sealers

PREPARATION OF REAGENTS AND STABILITY

Negative sample and controls

Reconstitute the appropriate negative sample and
controt with 1 ml of distilled water, Stable for 1
week at +2 to +8°C.

2. Working buffer
Reconstitute the contents of one vial of working
buffer 2 with 50 ml of distilled water.
Stable for 3 weeks at +2 to +8°C.

3. Conjugate
Prepare immediately before use.
Reconstitute the contents of one vial of conjugate
3 with the volume of working buffer detailed with
each kit.
Use immediately.

4. Chremogen
Prepare immediately before use .
Recorstitute the contents of one vial of chromagen
4 with 6 ml of distilled water. Add 10 ul of
nydrogen peroxide and mix well.
Use immediately.

5. Standard
Reconstitute the contents of one vial of standard
5 with 5 sl of distilled water. Stable for 1 week
at +2 to +8°C.

Before use dilute with working buffer to give a
range of concentrations depending on the test to
be performed. Suggested dilutions are as follows:-

51 52 53 54 55 56
ng/ml 6 25 100 250 500 1000
Volume of Volume of
$tanderd sot” Morking Buffer
1] 2 ml of Sé 2 ml
L1 2 ml of 55 2 mi
53 2 mt of S& Imt
82 1 ml of 83 2 ml

PROCEDURE

As it is necessary to perform the test in triplicate
the following layout is recommended for a test plate
where boxes represent 3 wells.

s Tt 9 T17
§2 T2 110 118
s3 73 ™ 719
54 T4 T2 T20
$5 5 T3 121
sé T4 T14 122
ac, 17 T15 723
OCE T8 Tié 124

S = STANDARD, QC = QUALITY CONTROL LOW / ELEVATED
T = TEST SAMPLE.

a) Pipette into the appropriate well of the
microtitre plate for the URINE test:-

Blank(S1) Standard Sample QC
working buffer 40 ut 20 pl 40 pl 40 ul
Standarcs - 20 ul - .
Negative urime 10 al 10 ul - -
Quality control - . . 10 ul
Sample - - 10 pl -
Comjugate 50 ul 50 ul SO ul 50 ul




MAMUAL - SULPHAMETHAZINE - SM 1400

Pipette into the appropriate well of the microtitre
plate for the TISSUE or FEED test:-

Blank(S1) Standard Sample ©C
Working buffer 25 pul - 25 ut 25 kl
Standards - 25 ul - -
Negative extract 25 xl 25 ul - -
Quality contrel - - - 25 kel
Sample - - 25 ul -
Conjugate S0 ul 50 i S0 ul 50 ul

b} Incubate plate at 37°C for at least 2.0 hours or
overnight at +2 to +8%C.

c) Invert plate and shake out Liquid.

d) Wash 12 times in wash buffer (ensuring that every

well is filled). Tap out gently onto tissue paper.

e) Pipette 100 ul of freshly prepared chromogen inte
each well and incubate at 37°C for 10 - 15
minutes.

f) Stop color reaction by addition of S0 ul of 2.5 M
sulphuric acid .

g) Measure optical density at 452 nm,

STANDARD CURVE AND CALCULATION OF RESULTS

a) Calculate the mean of the absorbances of the
single points of the standerd curve, control and
samples.

b) Plot absorbance of standard against logyg
(standard concentration).

¢) Read control and sample concentrations from the
standard curve,

d) To obtain values for urine in ng/ml multiply
result by 2.

e) To cbtain values for fesd in ng/g multiply result
by 12.5

f) Ta obtain values for tissue in ng/g multipiy
result by 2.

SULPHAMETHAZINE LINITS
Limit above which the sample is said to be positive:
Urine = 500 ng/ml

Tissue = 100 ng/g

Meat = 1000 ng/g

SPECIFICITY

The cross reactivities of SMT antiserum are shown in
the table:

ANTIBIOTIC % CROSS REACTIVITY
SULPHAMETHAZINE ,.......-... rreans 100
SULPHAMERAZINE ......... cerreaue 10
SULPHADIAZINE .. ...veenniena.. . 0.9
SULPHAPYRIDINE ....isevieenevann 0.5
SULPHAGUANIDINE ...cevtaiinnaiene 0.3
SULPHAD JMETHOXINE ..e0eus teresaae 0.1
SULPHATHIAZOLE  ...ivvecnnanns ‘s 0.01
SULPHANILAMIDE ...... tieraaanes 0.0
SULPHAQUINOXALINE .cvevvravennnns 0.01
SULPHAMETHOXAZOLE . ...cvvenvnvaess 0.01
TYLOSIN  teeiieennsnsarans 0.01
STREPTOMYCIM sessearnenanaares ¢.0
PENITILLIN  ...... creebsaanaas .0
VIRGINIAMYCIN ........ tesianenn 0.0
FLAVOMYCIN ....... reanearnes 2.0
CHLORTETRACYCLINE ........ S 0.01
REFERENCE

1. fleeker, J. R. and Lovett, L. J.(1985). J. Assoc.
0f, Anal Chem, 88, 172 - 174.
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RANDOX

IMPORTANT NOTE

RECONSTITUTION VALUES FOR CONJUGATE

Lot No. 147RU

Reconstitute the contents on one vial of conjugate 3 with the appropriate volume of
working buffer:-

6 ml for the Urine Test

24 mi for the Feed Test

10 mi for the Tissue Test

i15/10/91
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;SC'RE'EN suLFAMETHAil_NE

10 ppb on 2-Site Card

Qualitative Screening Assay _
tor the Detection of Sulfamethazine
in Uring, Serum and Feed

'-‘ I ENVIRONMENTAL
* ) DIAGNOSTICS, INC,

1238 Anthony Road
Buriington. NC 27215

1
INTENDED USE

The EZ-SCREEN' SULFAMETHAZINE es: 15 a guaklanve enzyme
iMmuncassay proceaure ICr the getechon ol sullamethazing in unne,
serum.and teea samples This screemng proceaure is intended (o Serve
as an NQICator of the presence ot SUIAMENAZING residua ievels That May
o8 viclauve as delined dy the YSOA.FSIS Natonal Resiaue Program.

2
SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

Suitonamiges ara a class at artricrooial orugs widely used w1 ammais
anad i humans, Sultamethazine. 3 memper ol 1S ¢1ass Ol drugs. s used
as a prophylactic and therapaulic It $wing, cattie, Norses. sneep. chCkans.
turkeys. 6ogs ana cats. The drug is usuaiy agrnisiered as a feea acor
v OF N the ONNKING waler and 15 xhown 1o D& very effective in tne reat:
ment ang orevennon of Aopnie NS 1N Swine

It has oeen snown that sulfamethazine-reatec animals secuasier signili-
canl veis of sultamathazine n merr ussues dunng treatmem. Since
mngestan of sullamethazine at certain 'evels mav POSe a heanh hazard
10 humans, eaibie meat must no: contan sigmhant leveis of
suilametrazing resgue at the nme the ammai COMEs 10 slaughter To
assura he absance ol pétentially hazardous tevels of sullamethazing in
agdible meal, the Food and Orug Admunisianon Jeguires thal all ammais
e witharawn fram sullameibazing ‘cr at least daysTungr e
“sfEugnier.” Dunng this withdrawai penog. sullamethazine residues are
gradlaily cigared from the tissues ano ehminaied in the unne.

Toterance ievels tor Uncooked adibie ussus Nave been set al § 1 paris
per milion ppm) ior © ne ana poulry * To insure tnal meal con-
faIns 1evels beiow 1his amount. the US Degcartment of Agricuiture con-
CUCTS fANdom surveys 10 deTBCt and Qestroy viDIalve CATCasses. MhS1on-
cally. the rate of viDIauon 1n NOYS Ras ranged between 10%y and 2% witn
1987 5 raig ar 4 6% lor tne 1800 carcasses 1ested ** Sludes have indr-
caled thal 1ne majonty of vislalions werg ‘he resull of inagvenen! contam-
naucn ol lood and/or walter sources gunng Ine witharawal penog



To avoid bringing violative ammass 10 slaughler, on-silg l€SUng may e
performad by the producer.

Oniy with the development ol gasy 5Creemng lests have pracegures been
apte to0 momtor pre-siaugnter leve's of sullametnazine. The hirst tests
doveloped for momionng anupioic 7e5.0Uas 1N animas were Ine Live
Ammai Swap Test (LAST). the 5wap Test on Premises (STOP) ana the
Cait Antibiotic Swab Test (CAST). These 1esis yse ammal urning as the
test sample and detect a range of annMieroal agents through the inhi-
Bilgn ot micromial growth. These tests have very anuted apphcalon 10
the getection of suifonamide resicues.*

A sutlamerhazine screemnrg test tahed Suda-On-Site (SOS) has been
deveioped Dy he USDA-FSIS. T ¥ & semiguantilatve, 0 layer
chrarmatograptty test system that ulliZed unne serum, water & metharot
extracts of fead as the test samoie.’ The SOS test 1z speciic for
sudgnanmces and can detect ane dently sufamethazing résicues n
uring. serum and feed. The SOS test requires 1aboratory skilis, 1o and ~
volatils orgame soivents and Jives test results in aboyt 30-40 mirules. -

—_—

Thie EZ-SCREEN test $y$iem s a comoeutive enzyrme MMmUunoassay using
the QUIK-CARD* delivary Sysiam. 115 2 Simple 1o use, sef-cantained kit

capaple of detecting sulfamathazine at signiicant levels in unine. serum __

or fead. A sampie 5 added to the CUIK-CARD and sequential addrion
ol Inrgs reagenis yiskds 1850 resulls in jess than 10 minutes.

3
SENRREAT
PRINCIPLES OF THE PROCEDURE

The EZ-SCREEM:SULFAMETHAZINE test 18 a 5equent:al, cOmpatitive
anzyme immunoassay. Sullamethazing 1$ axtracted from a ground leed
sampla wah methanolwater. ctanhed by fitrahon and diluted 1n Dulfer pro-
vided with the it or presemed as a unne of serum sample ang diluted
in puiter provided with the kit. The diiuted sample and negatve control
are added 1o the indicated QUIK-CARD test pons. Followsng absorption.
anZyme conugate s added (o the 1ast parts foliowed by a wash reagent
and the substrata reagent. Test resulls arg interpreted at the end of five
minutes. In this cCoOMpatitive MMunoassay. aralyte presant 1n the sam-
ple compates with analyte coupled to an enzy me for antbody attached
i¢ the QUIK-CARD. The presence of a significznt level of sullametnazine
18 indicated Dy the absence of color 81 the test port.

4
REAGENTS PROVIDED

The kit 1n its ong:nal packaging can be used until the end of the menth
indicated on the ‘Al when s1orad undaer refngeration ar 2-8°C (36-46°%),

1. QUIK-CARD: Two 2-site cards that sesve as the solid suppon
for the assay. The reaction sies are coated with rabbit anubody
10 sufamathazine. These amibodies are mechamcally irasped
withun a filter matrx wmch allows tor wiciing of Ihe sample and

ail reagens.

2. Enzyme: The snzyme conjugate droppsr tube contains a sealed
glass ampuls and reconstiution diluent. The glass ampule con-
lains lyaphilized horseradish peroxidase conjugated to
sulfamethazine. Phosphate butfered saline solution, pH7.2 = 0.2
containing 0.01% thimerosal (merniiolale) Dresarvative surounds
the giass ampule. The yophilized conjugate & reconstituted by
crushing the glass ampule and gently shaking to mix. The
reconstituted reagent i$ s1abie [0f 8 hours At roOm 1BMperature.

3. Negative Control: The negative contral gropper lube contains
phosphate bufered saline solution, pH7 2 = 0.2 with 0.01%
thitrerosal (menhiolate) presarvative ang §.125% Tween 20

4. Substrate: Tha sybstrate dropper tubée contans a sedled glass
ampuie and raconstitution dilusnt. The glass armmile contans
4-chloro-1-naphthol and urea peroxide substrate that has deen
tapletod with inert fillers. Phosphate butfarsd saine Soluton,
pH?7.2 = 0.2 comtainng 0.01% Ihimerosal (merthiolate} preser-
vativa surrounds the glass ampule. Reconstitute the tableted

reagent by crusning the giass amgule ang shaeing o0 ma Tre
"BeCOoNsSLIVIes reagent s stable for 8 hours at oom 'emperarue

wm

Dilution Buffer: Two orasn¢ screw.capped 'ubes conaim ng
4 5 mi ¢! pnosphate buflared sanne soiution. oH7 2 = 32 &=
0 01% timerosal imerhiolate) preservativa ang O 12572 Twesn
20 are prowvided tor samole dilunon

*

Pipeties: Four cis00sanle plastc pipeties are proviced. 'wo 2¢
the Dipenes are 1or usa 1N 53MDIB ANULION ARG two 3re 107 2RIy G
samgie 15 the QUIK-CARD. The p:peres wiil deuver a grop Naving
a volume of aporox:mately 30 mi.cronters 10 05 mh wren hileg -3
a level ¢f 3 .ncn

7. Cotton Swabs: Two cotlon swads areé provided tor remowving
excess liquid 1rom around tes? oorns.

5
I
PRECAUTIONS

1 Each reagent has ceen cpimized lor use n tne EZ-SCREEN
SULFAMETHAZINE test systam. D not use these reagems .n
other rest sysiems. Do not subsutule reagents from other
manufacturgrs 10 tne test System

2. Do non use reagants Irom one il ot numBer with reagents from
a diftgrent kit lor numper

3. Diluton or adulteranen of test reagents of test sample nor called
for in the test procedure may give INACCLrate test results
4 Do not use reagents after the gxpiration Sate.

. Use of ncucation imes gthas than 1hose specified may Qe inac-
curate lest rasults.

n

6 Kits shouid be prought o amment temperature (20.37°C or
£8-96%F) prior to use. Avod prolonged (greater than & hours:
starage at ambient remperature.

7. The presence of particulate matter will intertere with the wicking
of the sampie imo the carg Therelere. assure tmat e tiratnion
s1ep for leed extracts 1s periormed adequately and that ihe diuted
exiract s clear. For uning or serum. use lreshty coliected sampies
free of abvious bacrenal contamination Sampies that wicx poony
or NGt at all may De hitgred through a § 45u hiter prgr to avution

8. Falure of the sampoie 10 be complelely adsorbed Nt the card wit
Give INACCUrate (est resuins,

9. Do not fresze tost ks,
+0. Do not axpose test kis |0 temperalures acove 37° C (98°F)

11. D¢ not sgueeze the giass ampules iInside the DIAsLC dropper tube
$0 hard as to lorce peces of glass through the wall of the plastc
tube when reconstituting the enzyme and substrate reagents

12 Handle the cards carelully. Do not bend or twist tha caras. Do
not prass or rub the surface ol the test sies or the surface sur-
rounding the sies.

13. The reagents contain iMerosal (Mertniolale) as a preservalive.
Avoid contact with sKih. It CONaet SRoLIC octur, iImmeadiately lusn
with water.

14 Use clean Dipemes ang glasswatre for sach sample 10 avoid Cross-
contarmination of the sampies. When working with leed exiracts.
theroughly wash all giassware (bienaer jars. funnels. flasks) pe-
IWBeN Sampies 10 avold Cross-ConamINaLen.

15 Do not run mare than wo 1851 cards at 4 ume

SAMPLE PREPARATION

A. URINE PAEPARATION
1. Collect a small sarnple of wina from the ammal 10 be lested. Usg
a clean contaner wih a d. Label the sample comaingr for
identificanon. -

2. A residue lavel oqu' pymn unne 18 considared 1o indicate a



DOSSIDIe viglative levet in wer To derect a resdue 1evel ot 0 5 pom
it 15 nacessary !0 ilute :he sample 1 50 prior 1o testing Mix
1_zart unne with 49 pants aiytien butter. The prehiied diution but-
fer lube comains 4 5 mi sG that a 1.50 guuhion may be approx:-
mated by acaing 8 1 mi of ynine ta the tube. Fitl the small mpene
with urine to a |€VWOHE nEn and transter 1o the adution tube.
Repiace ne cap ¢n the tuce and $hake weil 10 mix.

5 SERUM PREPARATION

w

Colect suthicient Bleoa to yiekd 1 0 mi of serum fusually 5.0 mi
§ 2deguale) dy venipunciure of the animal 1o be tested. Lasel
the samoie for 'dgrnhcanon

Allow the piood 10 stand at reom temperalure for approxmately
one hour or urtl a firm ciof 1§ formed, Separate the clot from the
wails of the collecton wbe by gantly running a clean wooden ap-
phicatcr suck around the upper nm of the clol.

. Collect ciear serum and place in a clean lube atter cemntuging
at 2,000 rpm for 10 minutes. it the samote 15 ta be held lor more
than eight hours belore 1ne test 1s perfarmed, Siore the serum
1h 3 refngerator. il the sample 18 nat 1esied wilhin 48 hours. freeze
the serum tor future testing.

A resiaual lavel of 0.16 ppmin sérum s corsidered 10 1IndiICale
a possi1ie violative level in iver, To detect a residue tevel 01 0. 16
PRMIL LS necessary 1o tiule the Sampie 1:16 PHOT 1o 18sung. Mix
1 part serum wih 15 parts cdution butfer. The prefiled dilution but-
fer tube contains 4.5 mi so that & 116 dilunon May be approxi-
mateq by aaging 0.3 mi serum to the tube. Fill the smail pipetie
wilh Serum 10 3 lovel of one Inch ana transfer (o the dilution (ube.
Repeat thrs adanion wo adastional imes. Repiace the cap on the
tuoe and shake wall 1o mix

C. FEED PREPARATION

h

e sample 10 D@ 185t8d should be collected according 1o accepted

samphng rechrmques. The sampe should be ground and thoroughly
mixed pror to aroceeding with the axtraction procedure descrped

be
1.

o

w

7
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Using the measurs provided «n the EDI Feed Accessory Kit, add
2 level teaspoons of sampie (o the Whin-Pak bag. Then add 2
tablespoons of 80% metnanol. Seal the bag tightty. Shake
vigorously for 30 seconds. Wan one minute and shake agawn for
30 seconds Wait gne minute and shake a hnal time for 30
seconus.

Allgw the miktune 10 st unitd the sample satties ang a ciear liguid
idyer appaars on top or titer the extract using the filter wals i
the Accessory Kit.

To detact a rengus level of 1.2 ppm in fesd. it 15 ngcessary 10
dilute the sampile 1:120 pnor 10 testing. The extrachon step
descnoed above 1s considered (0 provide a 1.3 diluhon making
1t nECeSsary to pertorm an additonal 1:40 dilution pror 10 testing.
Mix 1 part extrazt with 38 parts ditution buffer. The prefilled dilu-
tion putier tube contains 4.5 mi 30 that a 1:40 dilunon may be
approxmated by aading 0.1 mi of extract 1o the tube. Fili the small
DiDeIte with 8XITACT 10 2 level af One inCh and transter 10 the dily-
uon woe. Replace the cap an the 1Wbe andt shake well 10 mix.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

A URINE

1. Sampie collection comainey.
2 Timer.

Syringe ardd needle of vacutaingr 10f venipuncture.
Tube tor serum separation.

Wooden apphcator.

Centntuge.

Transter pipette,

Tirmer.

[N YR

C. FEED

1.
2.

8

EDI Feed Accessory Kit (Proguct w208-1).
Timer.

TEST PROCEDURE

1.

N

L]

-

10

1.

2.

14,

Aemove foil pouch from refrigerator ana alow all reagents i the
pouch 10 reach ambent \empaeraiure oelore opening.

Prepare the Negalive Control oy ramaving he glastic shrnnk seal
Irom around Lhe dropper cap

Prepare the Enzyma Oy sQueezing tNe plasic aropper ube to
crush the (nner glass ampuie. Tilt tha tuoe back anda 1anh for ap.
proxmately 20 $econds (o rehycrale and rmix the tonlems. Do
not Shake vigorously of Ihe contents wil loam. Remove the plashc
shnnk seal from around the dropper cap.

Prapare (he Sutstrate by SQueaZing (e plastic Aropper tuoe o
crush the inner glass ampuie. Shake the tube vigoTously 1or ap-
proximately 20 seconds [0 rehydsate and mux ihe conents
Remove the plasuc shrink Seal frarm around the dropper ¢ap.

Ptace the test carc on 4 clean, flat surlace. Using a leit-tippea
pen, labei the card with the sampie number and the date. Do not
mark the card cioser than 'z inch from the porms.

. Shaka the lube 1o rmix the diuted exteac! thorsughly. Fill \he smail

mpetta 10 3 height of /2 :ch ang appty the Jiluted extract to e
“Sample” pon of the card. When apply:ng $armpie to the card, go
Aot toueh the sample pipetie Lo (0 the port, HOK the Dipete 5o
that the Lig 15 aporaxumately 2 inch above the port and allow ine
dr@ 1o tall ireely. -

. Appiy pne drop of Negative Cantral 1o the “Controt” gort of the

card. Do not touch the aropper hp 1o the pert. Mold the tube so
1ha1 the GO 18 3PPrOXIMately 2 InCh aDove the PO and aKow Orops
¢ fall fresdy.

. Allow the sampie ang control drops to absord o the test ports

before proceeding 10 the next sisp.

. Hold the Enzyme tuoe wilh tha (ip downward. Dislodge trappea

ar pubbles by 13pping the s:08 of the tubs or shaking the con-
terits toward the hp. Discarg the lirst grop of Enzyme ang then
apply one arop to both of tha ports on the test card. Do not touch
the droppar 1P [0 the ports. Moid the tube 30 thal the Up s ap-
proximnataly 2 inch avove the ports and aliow drops 10 Fall ireely.

Allow the Enzyme orops o absorb into the test ponts balore pro-
ceading to the nex| step.

Apply ona drop of Negatwe Control (o doth pons on the test carg.
Do not touch the droppst tip 1o the pons. Hold the tube so that
he tip 18 appraimaiely e inch above the ports and allow drops
10 tail traety.

Allow the drops 10 abserd N the test ports before proceeding
10 the next step.

. Carefully remave the excess kquid from around the eage of both

ports on the 188t £ard USING a CoON Swab Or Clean. absoroent
tissue. OO NOT TCUCH THE PORTS DIRECTLY.

Hold the Substrate tube with the tip dowrward. Dislodge rapped
air bubbles by [(apping the side of the tube or snaking the con.
1ems owarg the up. Oiscard the tirst drop ol Substrate and then
apiiy two dropa to both of the ports an the test card. Do nat 10uch
the dropped tip 1o the ports. Hoid the tube so that the tp % ap-
proxmateiy V2 inch above the pons and allow drops to fall fregly,
Immagiately sat & timer for tive (S} minutes.

. When tha timar goes off, read the test results. |1 there is sxcess

liquad a2 the acge at the ports, carelully rémove d wilh a cotton
swab of Claary, absortient 1S5us phov 10 reathng. i coler 1S visible
n both the “Conirol” and “Sampie™ ports belore the end of e
5 minutes, the test may be read before the mer goes off.



1§ Examine the test card while lgaving it hal on the work surtace

9
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READING THE TEST RESULTS

Quality Contral

Tne contral must funchion proparly tn orger 19 nave a vahg @St result

The test result s VALID whnen the “Control” port develons readiy
Qeteclaoie coior (gray-biue or Diue)

The 1est +esult & NOT VALID when tne “Control” pen taus to
cevelop readily detecrable coior (remains coloriess)

Interprelation of Tast Sample
The lollowing inerpretation ol 1he test samplé snould only be carrad dut
wnen the “Control” pont has indicated a VALD test

The sample 1s cons.gereqa 10 e NEGATIVE tor syitamernazine
wren the “Samole’ DO deveICos reacity CRIBCIaDe COIOr (g
gray. gray-slue or Biue) Over The Surtace of (ne pert. it many cases
a negarve sampie will NOT viela 3 Die Coior 8guivaient 1O the Colo”
of the negative comrol.

The sampe 15 consideras 1o %e POSITIVE lor sulfamethazine
wneh the “Sampla’ pert fails 19 Ceveicp readily detectabie coicr
iremains coioriass).

10
INTERPRETATIGN OF TEST RESULTS

A URINE
A NEGATIVE test resull suggesis that (ne 1est uring coma.rs
sultamerhaz.ng ar a leve less than 0.5 ppm

A POSITIVE test resuit suggests that the test unne contans
sultamethazing at a level aqual to ar greatge tnan 0.5 ppm. Samoes
Soraning Suliametnazine al keveds 1ess than 0 5 ppm but greater thar
<.25 pom may viid a DoOSITIVE reswit. The reauency ol posiive inqings
N trus range will decrease as the suitametnhazine level tatls rom 0 3
om o 0.25 oom

3 SERUM
A NEGATIVE 1ast resull SUGOeSis 1nat [ng 1@s1 Serum comans
suitamethazine al a ieves less than 0.1 oom

A POSITIVE test resuwil Suggests I1nar tne (est sample comarns
sutamethazine al a 1eved equal [0 or grealer than 9 16 ppm

Sampies containing sulfametnazine ai leveis @58 than 0 16 ppm 4
areater than C 08 pom may viek 3 pastive rasull. The ireduenty of
sositive fFnadings 0 s range wil gecreass as ine sullamenazing ieva:
raus trom 016 pom 10 0.08 ppm

FEED
4 NEGATIYE 1e51 resull Suggests thal the 1est sampla contaes
sullametnazing al & iever 1988 Nan 1.2 Jpm

@)

A POSITIVE test result Suggests [hat ing 1est sampie contans
suifamenazing a1 2 evel 20U 10 OF greater than 1.2 pom

Samples comaming sullametnazing al levels .@ss than 1.2 ppm Du'
arealsr 1nan 0.6 ppm May yiBid & positive rasuit, The frequency !
oostive ANAMGS 1N INIS range will decrease as (ne sutamethazing eve!
{ans trom 1.2 ppm 10 §.6 pom

11
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LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

i The EZ-SCRAEEM SULFAMETHAZINE fest oprowmces oniv 4
quahlative 1est resuil. A More Specine aiternative cnemicar metnod
must oe used in order 10 oDIan 3 Cotfifmeq anaiylical res.:

For greatest accuracy in pertorming the EZ-SCREEN tes:. use
acturate pigates tor ail diyngn ang application sieos | suek
cuanttatve measurng gewices ae Nat avauacie. e Diasuc piper-
tes DIoviaea may pe usead to aporoxiMalg ne volumes

~

3 Someeedrormulanons contain acoinives angior natural G.gmen:s
'rat are extracred 1n 80% methano Such MAIENAs will uve Ine
exXTracis CoIOr TNat Mmay vary rom Jurdid 10 geed vellcw These
21IMENis Mmay inrerterg wilh reac:ng o1 e tes: resulls

4 QOrgamic solvents such as acetone. chig/ctorm ang acgianirie
mav not D2 ysed [0 extrag: samsies Tor anawss usiNg hE
EZ-SCREEN SULFAMETHAZINE tes! svsiem

£ Performance of tne 1as1 2t 1emoeratures ol tess inan 1920 BEF.
or areater tnan 37°C (98°F) mav resuil :n (Naccurale 1'ng ngs on
poréerine samoles.
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EBFOFIMANCE CHARACTERISTICS

RAeproducibility

Tne aputy 3t the EZ.3CAEEN SULFAMETHAZINE 10 correcnv getec: 3
gosihve 3¢ Megatve SAamMpe Confamng 2orgerine amou™is of
SuliamelnazZing was evainateq aSing sutarm etnazine siandards Srandars
SCIUnONS comamed 0 pOO iparts per G0, 3 J83. * Doep o § aee
sullarhainazine . Thede CONCEntranons are eauwalent 1o doncentratians
of 0.5 opm. { 25 opm .05 o and 0 pom n urine: 0.18 oom. 0 08 ppm.
0016 pom ang G oom in serym ang * 2 23m, 0.6 ppr O 12 20m arz
o ppmMm ' TEAG DHOT 0 @XIFAChOn Angsor Jnulion Ten sampes were
evaiualed a1 8ach |ave.

Day-To-Day = Tecr perrormance was 3vaudled on Infee consecutive
aays usING a siNgle procuct 1ot

Sulametnazine Level (ppb) Reproducibility

‘0 130,
H <Q0s:
* 1002
2 008

Lot-To-Lot — Test periarmance was evaiuated using inree diterent
Broauet 1Bt numoers

Sylfamethazine Leve! (ppb) Raproducibliity
0 100°:
= S7% A

Cross-Reactivity — The cross-reactvity of the EZ-SCREEN SULFA.
METHAZINE o5t was evaiuateq using ourihed S1anCargs (or suaanox-
Hing. suItaRIMAINCXine ana syilathiaze:e SOMDarea 10 suitamelnazine
iNe Cross-raactivity with @acn ¢f Inese comoounds was less nan 00104



