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A. Indledning

En enkelt og alligevel fglsom metode til pa-
visning af fungicider pa sedekorn og andre frg
kan tjene forskellige formal:

1. For jordbrugeren er det vigtigst at kunne
kontrollere, om bejdsningsanstalterne eller frg-
firmaerne har behandlet szdefrget eller ikke.
Hyvis ja: om det har fundect sted i den fore-
skrevne dosis, og om afsvampningsmidlet er
jevnt fordelt, d.v.s. de enkelte frg har faet
deres rigtige doser.

2. For afsvampningsanstalterne kan en sa-
dan metode tjene dels til selvkontrol, dels, nér
det drejer sig om anskaffelse af nye bejdse-
apparater, til bedgmmelse af disses arbejds-
kvalitet.

3. Levnedsmiddelindustrien, iser mglleindu-
sirien, foderstoffabrikkerne og bryggerierne,
kan anvende metoden til at undgé forarbejdelse
af giftbehandlede korn.

4. I retsmedicinen kan en virkelig fglsom
kontrolmetode have en vis betydning.

5. Til sidst, men ikke mindst bgr plantepa-
tologiske institutioner og frgkontrolinstitutioner
tage sddan en metode i anvendelse, iser da de
skal vurdere de af frgfirmaer indsendte frg-
partiers sundhedstilstand. Her md man vente
reelle resultater alene fra det frg, der ikke er
behandlet med noget kemisk middel.

En sddan til praktisk formal anvendelig me-
tode har nzrverende forfatter udarbejdet for
nogle &r siden (Kovdes 1963), og denne metode
undersggtes senere af Johannes Jgrgensen
(1966) med forskelligt behandlet og opbevaret
sedekorn. Hans mangfoldige og meget pracist
udfgrte undersggelser er et veardifuldt bidrag
til metodens anvendelighed.

I det fglgende fremsettes mine nyere erfa-
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ringer, der foruden at supplere de i Johannes
Jgrgensen’s afhandling fremsatte konklusioner,
ogsd diskuterer de fi punkter, hvor vore slut-
ninger ikke helt stemmer overens.

Angdende de forskere, der omtales i afhand-
lingens indledning, er det vist ikke uvesentligt
at papege, at Heatley (1944) ikke har beskef~
tiget sig »med péavisning af svampedrabende
midler pa frg«. Heatley’s store fortjeneste er
den, at han videnskabeligt analyserede det for
leengst kendte agardiffusionsfeenomen — beskre-
vet af Garré (1887) —, og han gjorde det her-
ved muligt at standardisere og tage i medicinsk
anvendelse det under krigen renfremstillede
penicillin,

B. En praktisk bemizrkning vedrerende materiale
og metoder

Der kan nu f&s i handelen helt fladbundede
plastik-petriskdle. Ved anvendelse af disse kan
man bedre udnytte agaroverfladen; det er altsd
ikke ngdvendigt at legge de enkelte kerner i
en enkelt kreds. I stedet for 10 frg kan man
placere 14-16, og disse behgver ikke pege mod
centrum. Herved er det muligt at lade skélene
std fast, mens kernerne legges, og disse kan
legges parallelt med hinanden. Aflesning af
resultater, d.v.s. miling af hemningszonedia-
meterne, bliver herved mere enkelt.

C. Faktorer, der influerer pi h®mningszonernes
storrelse

1. Agarkoncentrationen

Johannes Igrgensen afprgvede forskellige agar-
koncentrationer, og — som det kunne ventes —
ggedes hemningszonerne med aftagende agar-
koncentration. Arsagen til dette feenomen kan
forklares pa fglgende made:



Det fungicide stof diffunderer -hurtigst i et
substrat med mindre tgrstofindhold; endvidere
synker kernerne dybere ned i et blgdt substrat.
Her spiller de enkelte kerners vagt, vegifylde
og form naturligvis ogsd en rolle, og det fund-
ne resultat genspejler eventuelt snarere forskel-
lene i denne henseende end forskellene i stof-
fordelingen. Anvendelse af for hardt agarsub-
strat kan resultere i en for lille bergringsover-
flade, og dette sammen med en langsommere
diffusion medfgrer, at en eventuel ujevn bejds-
ning ikke i tilstreekkelig grad kommer til ud-
tryk. Er den smeltede agar serlig tyktflydende,
stgrkner den for hurtigt, og man risikerer, at
substratet bliver ujevnt. Derfor ma det anbe-
fales at anvende 1,5% agar, der i @vrigt bru-
ges ved fremstillingen af de fleste substra-
ter. Vil man undgé, at heemningszonerne flyder
sammen, er det bedst at valge afstanden mel-
lem kernerne efter behov.

2. Bakteriekoncentrationen

Den iagttagelse, at bakteriekoncentrationen har
en del indflydelse p& zonediameteren, er rig-
tig, men afvigelsen ytrer sig fgrst ved meget
lave og meget hdje bakteriekoncentrationer.
Om man fra en vaskekultur tager 2 eller 4
draber (eller f.eks. 100.000 eller 200.000 bak-
terieceller) til 15 ml agarsubstrat pr. petriskal,
spiller ingen rolle. Kimtelling og — pa basis
af denne — en regulering af bakteriekoncentra.
tionen er ikke tilstraekkelig hensiglsmaessig,
fordi denne ikke giver oplysning om de levende
og de dgde cellers antal )undtagen ved fluore-
scensmikroskopi). Derfor kan man vere fuld-
stendig enig med Johannes Jgrgensen’s tilfgjelse:
»Men i almindelighed vil det vare tilstrekke-
ligt at benytte en standardiseret fremgangsmade
ved fremstillingen af bakteriesuspensionen«.
Dette vil jeg kun bekrafte med det bevis, at
man ved standardisering og dosering af anti-
biotika — hvor ngjagtighed er en selvfglge —
altid anvender en 1 dggn gammel kultur uden
kimtelling.

3. Forsggstidens lengde
Jeg har ikke konstateret, at hemningszonerne

blev mindre efter 2-3 dages forlgb, hvorfor den
af Johannes Jorgensen beskrevne iagttagelse, at
zonediameteren aftog efter 48 timers forlgb, ma
have sin arsag i to ting. Den ene er, at stam-
kulturen muligvis er blevet forurenet, og at den
fremmede bakterieart har formeret sig, en art,
der voksede langsommere, men var mindre fgl-
som over for det undersggte preeparat end stam-
kulturen. Derfor viste der sig bakterievakst
inden for den f@rst opstiede hamningszone.
Den anden mulighed er, at der er opstiet mu-
tanter, som har formeret sig. Derfor er det
rigtigst at forny stamkulturen ved en spredning
efter hver 4.-5. passage. Opbevaring i form af
frysetgrret stof er ogsd praktisk. Men det
simpleste er at aflese resultaterne allerede efter
1 dggns forlgb.

D. Metodens nejagtighed

De forskellige bejdsemidlers sammenligning i
Johannes Jgrgensen’s undersggelse vidner bade
om et meget omhyggeligt arbejde og metodens
fine fglsomhed. Middelfejlen pid hzmningszo-
nernes diameter varierer mellem 0,22 og 0,56
mm. Man kan ikke forvente mere ngjagtige
resultater af en biologisk metode. Det ma nem-
lig tages i betragtning, at en direkte miling af
zonediameteren ikke giver stgrre mulighed end
1 mm ngjagtigehd (men en stgrre ngjagtighed
er heller ikke ngdvendig). Man kan opnd lidt
finere veerdier — 0,5 mm ngjagtighed — ved
hjelp af et mikrofilmaflesningsapparat (jeg s&
et sddant i anvendelse ved Pasteur Instituttets
antibiotika-afdeling i Paris), og det pagxldende
apparat betyder navnlig en lettelse i arbejdets
udfgrelse.

»Kviksglvindholdet er ikke ens i de 9 af-
svampningsmidler, men forskellene mellem de
mangder kviksglv, der er i de forskellige mid-
ler, kan ikke alene forklare de fundne forskelle
mellem zonediametrene« skriver Johannes Jgr-
gensen. Jeg mener at kunne forklare fznome-
nets vigtigste arsag — per analogiam — med er-
faringer fra antibiotikaforskningen. Det er for
det forste af betydning, hvilken slags Hg-for-
bindelse der er tale om, da de enkelte stoffers
diffusionshastighed er omvendt proportional
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med deres molekylestgrrelse. Endvidere ma
preparaternes fysiske beskaffenhed spille en
rolle: jo mindre partiklerne, der udggr den
aktive bestanddel, er, jo stgrre er diffusionsha-
stigheden, og jo stérre bliver he&mningszonen,
idet et bakteriostatisk kvantum vil ggre sig gel-
dende pa et stgrre omréde, inden bakteriernes
formering bliver synlig.

Bade i Johannes Jgrgensen’s og i nerverende
forfatters forsgg blev der anvendt de sakaldte
normale doser, d.v.s. doser, der anbefales i
preparaternes varedeklaration. Disse normale
doser er ikke reguleret efter en i hvert tilfxlde
gyldig veldefineret biologisk =kvivalens, og
dette faktum er i sig selv tilstreekkelig arsag til,
at man ikke kan forvente lige store hemnings-
zoner ved samtidig undersggelse af forskellige
praparater.

En vigtig konklusion er ~ og Johannes Jor-
gensen’s undersggelser bekrefter det —, at me-
toden er velegnet til at kontrollere tgrbejdser-
nes forhold pi frg, men i mindre grad fugt-
bejdser og »oliebejdser« som Panogen.

E. Den biologiske metodes anvendelighed til pa-
visning af fungicider pi swmdekorn opbevaret
flere mineder efter afsvampningen

Vedrgrende testmetodens anvendelighed over

for szdekorn opbevaret flere méaneder efter

afsvampningen stiller Johannes Jgrgensen me-
get hgje krav. Til undersggelsen anvendte han
bygpréver pa 50 g, der blev afsvampet og op-
bevaret i papirposer anbragt i papasker, som
kun var dekket af et stykke gaze for at tillade
eventuel fordampning af afsvampningsmidlerne.

I praksis opbevares sedekorn imidlertid i sek-

ke, og kernerne har derfor egentlig ikke nogen

»fri« overflade, hvorfor fordampningsmulighe-

den er langt mindre. At Johannes Jgrgensen

konstaterer en betydelig mindre mangde kvik-
sglv efter flere mineders forlgb, skyldes fg@rst
og fremmest en kraftig fordampning af kvik-
sglvet. Da denne er mest intensiv i begyndel-
sen, finder man ikke hele mangden af Hg, selv
om man pabegynder forsgget kort tid efter
bejdsningen. v
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Den kendsgerning, at kviksglv fordamper
hurtigt, m.a.o. at hemningszonerne bliver min-
dre omkring de for lengere tid siden bejdsede
kerner, viser ikke metodens svaghed, men tveart-
imod dens pélidelighed. Man méa dog ikke se
bort fra den mulighed, at en del af bejdsnings-
midlet under opbevaringen kan diffundere sa
dybt, at det ikke nir tilbage til overfladen og
herfra ud i agarsubstratet. Den dybt diffunde-
rede del gar dog ikke ngdvendigvis tabt, set fra
sygdomsbekzmpelsens standpunkt. Det kan for-
holdsvis let kontrolleres, om det alene drejer
sig om fordampning eller tillige om en dybere
diffusion ind i kernerne. Fremgangsméden er
fglgende:

Udgangsmaterialet er et for flere méneder
siden afsvampet frgparti og et frisk behandlet,
i gvrig stammende fra det samme fr@gparti, be-
handlet med samme middel etc. For en kvanti-
tativ bestemmelses skyld er det hensigtsmes-
sigt at behandle frget med normal dosis, men
samtidig at sgrge for parallelle forsggsled, f.eks.
forsggsled behandlet med 20, 40, 60 og 80%
af normal dosis. Disse bliver hver for sig malet
meget fint 1 en elektrisk kaffemglle (maletiden
ens!). De malede prgver blandes derefter med
vand i forholdet 1:3. Der afpipetteres lige store
mengder, simpelt hen driber, af denne tynde,
grodagtige masse, og disse dréber anvendes til
den kendte agardiffusionsmetodik, bedst cylin-
dermetoden. Porcelens-, glas. eller metalcylin-
dre placeres pa overfladen af den bakterieino-
kulerede agar og cylindrene fyldes derpd med
»groden«: 2 drdber i hver cylinder. Den sa-
kaldte brgndmetode, hvor der udstanses runde
skiver fra det inokulerede agarsubstrat, og hvor
de saledes frembragte huller fyldes med under-
spgelsesmaterialet, kan ikke anbefales. Man
métte i si tilfelde anvende mindst 3 mm tykt
agarlag, og herved blev h®mningszonerne be-
tydeligt mindre end ved den sazdvanlige meto-
de. Anvendelse af den tredje form af diffusions-
metoder, hvor man bruger (filterpapirskiver,
vadet med undersggelsesmaterialet, egner sig
heller ikke. Den er ved disse undersggelser bade
besveerlig og upalidelig; »grgden« skal filtreres,
og da flertallet af bejdsemidlerne ikke opl@gses



Fig. 1. Hemningszonerne afsigrer iblanding af 4 kviksglv-
bejdsede kerner blandt den ubehandlede hvede. 1/, nat. st.

fuldstendigt, men kun danner en supension, er
der stor risiko for, at filtreringen vil forfalske
resultatet.

Anvendes den anbefalede cylindermetode
parallelt med de samme forsggsled med hele
kerner vil man f2 et talmessigt udtryk for, om
der under opbevaringen alene har varet tale om
fordampning af kviksglv eller tillige om en
diffusion af kviksglv fra kernernes overflade
til kernernes indre.

F. Den biologiske metodes pélidelighed

I Igbet af nerverende forfatters undersggelser
er der afprgvet s mange {rgpartier i forskel-
lige kombinationer, at de inddragne kerners an-
tal ligger mellem 8- og 10.000. Det vigtigste
resultat kan sammenfattes som fglger:

Til afggrelse af spgrgsméilet om, hvorvidt et
frgparti er eller ikke er behandlet med et fun-
gicid, er metoden fuldstendig sikker. Det sam-
me gelder, ndr det drejer sig om iblanding af
afsvampede partier i brgd- eller foderkorn.
Ganske vist er man i si tilfelde ngdt til at
bruge vasentligt stgrre prgver til pavisning af
eventuelle smé iblandinger, men man kan til

at begynde med ngjes med en kvalitativ under-
sggelse. Der kan placeres helt op til 120 ker-
ner pr. petriskdl (14 cm i diam.), og kernerne
behpver endda ikke at legges sd omhyggeligt
som ellers (fig. 1). Metoden udfgrt pid denne
made er ikke arbejdskrevende. Konstaterer man
blot én hamningszone omkring en kerne blandt
de undersggte frgpartier, s& behgver man kun
at fortsaette de videre, kvantitative undersggel-
ser af disse.
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