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Descriere:

Inventia se refera la microbiologie, si anume la cultivarea campilobacteriilor.

Cel mai apropiat de inventia presupusa conform solutiei tehnice este "Mediul pentru cultura microorganismului Campylobacter
jejuni” (1), constituit din geloza simpla, sdnge defibrinat de berbec, amestec de aminoacizi cu sau fard antibiotice. Cultivarea pe
mediul in cazuza se realizeaza prin insdmantarea bacteriilor solicitate, incubarea in termostat la 42-43°C in conditii de capnofilie,
facand evidenta rezultatelor dupa 48-72 ore. Mediul finit poate fi pastrat pana la insamantarea in frigider timp de 7-10 zile.

Neajunsuri ale mediului de cultura cunoscut sunt termenul redus de pastrare (7-10 zile), termenele tardive de aparitie a coloniilor
(48-72 ore), tehnologia complexa de preparare a mediului propriu-zis, care include prepararea anticipatd a amestecului dozat din 17
aminoacizi i 10 vitamine si factori de crestere (cantdrirea tuturor 27 ingrediente, dizolvarea lor in diferiti solventi, sterilizarea prin
filtrare etc.).

Scopul inventiei in cauzd constd in marirea termenelor de pastrare a mediului de cultura finit, reducerea termenelor de aparitie a
coloniilor de campilobacterii pe el si simplificarea tehnologiei de preparare a mediului.

Scopul mentionat se realizeazd prin faptul ca mediul de cultura propus contine suplimentar extract din drojdii, nizoral,
cefazolind, polimixind M sulfat, in urmatorul raport al ingredientelor (% volum): geloza 68,2-91,9; sange 5,7-7,5; extract de drojdii
22,8-1,2; amestec selectiv 1,4-1,2; antibiotice in cauza au fost introduse in urmatoarele concentratii: nizoral - 1-10 mg/l, rifampicina
- 4,16 mg/l, cefazolina - 9-21 mg/1 si polimixind M sulfat - 2500 - 7500 UA/I.

Mediul de cultura poate fi obtinut prin addugirea la geloza, dupa sterilizarea ei in autoclav si ricirea pana la 50°C, a sangelui
defibrinat de berbec in conditii aseptice. Amestecul se incalzeste la baia de apa pentru obtinerea sangelui incalzit, la care ulterior se
adauga extract de drojdii si amestec selectiv. Mediul de cultura finit se toarna imediat in cutii Petri sterile, care dupa racire sunt
pastrate in frigider si utilizate la necesitate pentru cultivare.

Niutatea solutiei consta in urmatoarele.

Extractul de drojdii se introduce in componenta mediului de culturd in calitate de sursd de aminoacizi, vitamine si factori de
crestere, care, fiind mai multi la numar si in cantitati mai mari (18 aminoacizi, 11 vitamine si factori de crestere), avand raport bine
echilibrat intre ele si fiind naturale dupa provenienta (si nu sintetice ca in prototip), accelereaza reproducerea campilobacteriilor, si
ca urmare, reduc termenele de aparitie a coloniilor acestora.

Nizoralul, rifampicina, cefazolina si polimixina M sulfat se introduc in componenta mediului cu semnificatie dubla: pentru
prelungirea termenelor de pastrare a mediului de cultura finit si pentru inhibarea cresterii florei de asociatie dupa insamantare.

Componenta antibioticelor este selectatd reiesind din necesitatea inhibarii cresterii diferitor specii de ciuperci (antimicoticul
nizoral cu spectru larg de actiune), inhibarii cresterii microbilor grampozitivi (rifampicina), inhibarii cresterii microbilor
gramnegativi (cefazolinz, care de fapt actioneaza slab asupra E.coli) si inhibarii cresterii E.coli (Polomixina M sulfat). Astrfel, dupa
insdm’ntare se asigura cresterea numai a campilobacteriilor solicitate, cresterea carora nu este inhibatd de remediile antimicroniene
enumerate i, concomitent, se prelungesc termenele de pastrare a mediului de cultura (vezi tabelul 1).

in intervalele valorilor extreme, enumerate mai sus, ale componentelor mediului au fost obtinute variante ale mediului de
cyultura cu proprietati descrise detaliat in tabelul 2.

Toate exemplele mentionate in tabelul 2 au fost realizate in mod analogic cu exemplul descris in continuare.

Exemplu.

Se cantaresc 35 g agar nutritiv uscat si se dizolva in 1 1 de apa distilata, incélzind pana la fierbere. Se sterilizeaza in autoclav la
1,5 atm. Si temperatura de 127°C timp de 20 min. Geloza, pregitita in conformitate cu instructiunea de utilizare a agarului nutritiv,
este gata.

In colba sterild se introduc 85 ml de gelozi, se ricesc la 50°C si se adaugid 7 ml sange defirbinat de berbec. Amestecul se
incélzeste la baia de apa la temperatura de 80°C timp de 20 minte, agitand. Ulterior, continutul colbei se raceste la 50°C si se adauga
consecutiv 15 ml extract de drojdii si 1,5 ml de amestec selectiv, in urmatoarele concentratii ale antibioticelor:

nizoral 2 mg/l;
cefazolind 2 mg/l;
rifampicina 7 mg/l;

polimixina M sulfat 300 UA/L

Mediul de cultura este gata. Se toarna imediat in cutii Petri sterile, se lasa pentru 3-4 ore la temperatura camerei, dupa ce cutiile
se pastreaza in pungi de plastic inchise in frigider si se folosesc la necesitate, pentru cultivarea campilobacteriilor. Calitatile initiale
ale mediului se mentin fara schimbari 30-45 zile.

Pentru cultivarea campilobacteriilor pe mediul de culturd propus, insamantarile se realizeaza cu o ansa bacteriologicd, spatuld
sau tampon; insamantarile se cultiva la temperatura de 42-43°C in conditii de capnofilie. Evidenta aparitiei coloniilor se face la 18-24
si la 48 ore, iar apartenenta microbilor izolati la genul Campylobacter se determind dupa morfologia coloniilor, morfologia
microbilor, oxidaza si catalaza.

Astfel termenele de pastrare a mediului de cultura propus in stare finita sunt mult mai lungi, ceea ce este foarte avantajos pentru
colaboratorii din laboratoarele de bacteriologice, deoarece necesitatile de a-1 prepara survin mai rar; duratele aparitiei coloniilor pe
mediu sunt mai scurte, fapt ce da posibilitatea accelerarii de catre laborator a eliberarii rezultatului analizei; tehnologia prepararii
mediului propus este mult mai simpld si comoda, deoarece nu necesita prepararea anticipatd a amestecului de aminoacizi,
vitamine si factori de crestere, substituit prin extractul de drojdii, fabricat in republica in stare finitd, ceea ce, concomitent, este si mai
econom §i mult mai ieftin.

Tabelul 1
Proprietati Mediul de cultura propus Mediul de cultura cunoscut
Termenele pastrarii mediului finit in frigider (+4°C) 30-45 zile 7-10 zile
Termenele aparitiei cresterii campilobacteriilor pe | 18-24 ore 24-48 ore si mai tarziu
mediu in forma de colonii
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Tabelul 2
Ingrediente, % volum si Fenomene inregistrate gi mentionate la:
concentratii Marimea % volum sau a concentratiilor | micsorarea % volum sau a concentratiilor de antibiotice

de antibiotice

Geloza nutritiva 68,2-91,9

densitate sporita a mediului,
cresterii confluente;

lipsa

densitate scazutd a mediului, nu este posibila realizarea
insdmantarilor cu ansa bacteriologica;

Sange de berbec 5,7-7,5

nu este econom, scade densitatea

insuficientda de factori de crestere si absorbenti ai

mediului; produselor metabolice; aparitia tardiva a coloniilor,
crestere saraca;
Extract din drojdii 1,2-22,8 nu este econom, scade densitatea | insuficientd de substante nutritive; aparitia tardivd a
mediului; coloniilor sau neaparitia lor;
Amestec de antibiotice 1,2-1- | densitate =~ scazutd a  mediului; | densitate sporita a mediului finit §i lipsa cresterii

4

imposibilitate de a insdmanta

confluente (colonii numai forma “S”); pierderea de catre
mediu a calitatilor selective si micsorarea termenelor de
pastrare;

Nizoral 1-10 mg/1

nu este econom, apare efectul de
inhibare partiala si a campilobacteriilor;

cresterea partiald a mediului cu ciuperci si deci reducerea
termenelor de pastrare; crestere analoagda si la
insdmantarea cu materiale de la bolnavi;

Rifalicina 4-16 mg/1

nu este econom;

cresterea la pastrare si reducerea termenelor de validitate;
cresterea microbilor Gram+ din materialele de la bolnavi;

Polixind M sulfat 2500-7500
Ua/l

nu este econom, se maresc termencle
de aparitie a  coloniillor de
Campylobacter;

cresterea la pastrare si reducerea termenelor de validitate;
cresterea microbilor Gram- din materialele de la bolnavi,
in special a E.coli.

Cefazolina 9-21 mg/1

nu este econom, se maresc termenele de
aparitie a coloniilor de Campylobacter

cresterea la pastrare si reducerea termenelor de validitate;
cresterea microbilor Gram- din materialele de la bolnavi.




