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Descriere:

Inventia se referda la domeniul microbiologiei, si anume la crearea mediilor nutritive pentru izolarea si cultivarea
microorganismelor din genul Campylobacter.

Este cunoscut mediul Blaser (Campy-BAP) pentru cultivarea microorganismelor Campylobacter constituit din peptona (19,9%),
extract din carne de bou (9,96%), glucoza (19,9%), clorura de sodiu (9,96%), agar (29,9%), sange defibrinat de berbec (10,0%) si
amestec de antibiotice (0,3%) care include vancomicina (0,087%), trimetoprim (0,043%), polimixina B (0,022%), cefalotina
(0,130%) si amfotericina B (0,018%). Cultivarea pe mediul in cauza se realizeaza prin insdmantarea prelevatului de la pacient,
continand bacteriile mentionate, sau a bacteriilor deja izolate, incubarea la termostat la 42-43°C in conditii de microaerofilie, cu
evidenta rezultatelor la 24-48 de ore prin capacul de sticla al cutiei Petri sau direct deschizand-o. Rata de crestere pe mediul in cauza
variazi de la 10* la 10° microorganisme dupd indicele Gould, dar 90% tulpini de Campylobacter cresc la o rati de 10°
microorganisme [1].

Dezavantajele mediului sunt: rata de crestere redusi a campilobacteriilor (10° dupd Gould), intransparenta, care cauzeazi
dificultati la insdmantare si la evaluarea rezultatelor, riscul contaminarii personalului medical cu agenti infectiosi patogeni, transmisi
prin intermediul sangelui si tehnologia complexa de preparare, conditionatd de numarul mare de ingrediente.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in obtinerea unui mediu inalt productiv (cu o ratd sporitd de crestere a
campilobacteriilor), transparent si lipsit de riscul contamindrii personalului medical cu agenti patogeni infectiosi, transmisi prin
intermediul sangelui, cét si simplificarea tehnologiei prin reducerea numarului de ingrediente.

Esenta inventiei constd in aceea ca mediul pentru cultivarea campilobacteriilor include bazd nutritiva, factor de crestere si
antibiotice in care in calitate de baza nutritiva se utilizeaza geloza peptonatd, in calitate de factor de crestere - extractul din alga
Porphyridium cruentum, iar in calitate de antibiotice se folosesc nizoral, rifampicind, cefazolind si colimicina, in urmatorul raport al
ingredientelor (% de masa):

geloza peptonatd - 91,48-97,05; extract din alga Porphyridium cruentum - 2,89-8,32; nizoral - 0,012-0,045; rifampicina - 0,010-
0,046; cefazolina - 0,022-0,067; colimicina - 0,012-0,044.

Nou in componenta mediului propus este includerea (in % de masd) a gelozei peptonate 91,48-97,05, extractului din alga
Porphyridium cruentum 2,89-8,32 si a antibioticelor nizoral - 0,012-0,045, rifampicina - 0,010-0,046, cefazolina - 0,022-0,067, coli-
micind - 0,012-0,044. Includerea in componenta mediului a extractului din alga Porphyridium cruentum permite excluderea sangelui,
prin urmare, a riscului contamindrii personalului medical cu agentii patogeni transmisi prin intermediul lui, obtinerea mediului
transparent, facilitarea insamantarii i evaluarea rezultatelor, sporirea ratei de crestere a mediului si a numarului de izolate de
campilobacterii din prelevatele examinate. Includerea antibioticelor enumerate permite reducerea numarului de rezultate nespecifice,
iar includerea gelozei peptonate in tandem cu extractul din Porphyridium cruentum permite simplificarea evidenta a tehnologiei prin
reducerea numarului total de ingrediente de la 11 in analogul cel mai apropiat pana la 6.

Extractul din alge Porphyridium cruentum este obtinut prin cultivarea tulpinii algei marine rosii Porphyridium cruentum CNM-
AR-01 pe mediul nutritiv mineral Upitis la o iluminare constanti de 18-21 mii ergi/cm’® x s, temperatura de 22-24°C si agitarea
periodica (pH 6,8-7,2). Dupa 6 zile de crestere biomasa de Porphyridium cruentum se separa de lichidul cultural prin centrifugare, se
spald cu solutie de 1,5% acetat de amoniu pentru eliminarea excesului salin §i se centrifugheaza. Sedimentul se resuspenda in apa
distilata pana la concentratia de 10,0 g/l substanta uscatd, se trateaza apoi cu ultrasunet pana la dezintegrarea celulara completa si se
centrifugheaza inca 30 min la 10.000 g iar supernatantul resuspendat este decantat, turnat in flacoane in conditii sterile, pastrat la
temperatura de -20°C timp de 12 luni si utilizat dupa necesitate, inclusiv la crearea mediului pentru cultivarea campilobacteriilor.

Mediul pentru cultivarea campilobacteriilor este un lichid transparent, neomogen, contindnd microparticule de mucoproteide cu
D=1-5 pm si are o culoare abia roz. Dupa compozitia biochimica constituie o sursd naturala de proteine si aminoacizi liberi (1,5%);
mai contine vitamine din grupurile B, C, E, acizi grasi si baze azotate ale acizilor nucleici si alti factori stimulatori de crestere. Cota
acizilor aminici liberi “preferentiali” pentru campilobacterii (glutamina, acidul glutamic, glicina, serind, arginina, valina, izoleucina,
leucind, prolind si metionind) constituie circa 1,07%, spre deosebire de indicele respectiv din extractul de carne de bou din mediul
celui mai apropiat analog, care nu depaseste 0,3%, fapt care argumenteaza cert sporirea evidentd a ratei de crestere pe mediul
solicitat.

Setul de antibiotice (nizoral, rifampicina, cefazolind, colimicina) fatd de care campilobacteriile sunt rezistente selectat fiind din
necesitatile inhibarii cresterii diferitelor specii de levuri, a florii gram pozitive si a bacteriilor gram negative permite reducerea
numarului de rezultate nespecifice.

Inventia se realizeaza prin urmatoarele 3 exemple, realizate respectiv la valori minime, medii si maxime ale ingredientelor.

Exemplul 1

Intr-un flacon steril se introduc succesiv (in % de masi) 97,05 gelozi peptonati topitd si 2,89 extract din alga Porphyridium
cruentum. Continutul se amesteca si se sterilizeazd in autoclava la 0,5 atm si temperatura de 112°C timp de 15-20 min. Dupa racirea
continutului pana la 50°C in flacon se aditioneazd, in conditii aseptice, antibiotice in cantitdti, reiesind din calculele obtinerii
urmatoarelor concentratii finale ale lor in mediul gata (in % de masa): nizoral 0,012; rifampicina 0,010; cefazolina 0,022 si colimi-
cina 0,012. Dupa agitarea flaconului timp de 1-2 min mediul de cultura este gata si se toarna imediat in cutii Petri sterile. Cutiile se
mentin la frigider de la 14 zile pana la o luna.

Exemplul 2

Intr-un flacon steril se introduc succesiv (in % de masi) 94,77 gelozi peptonati topitd si 5,15 extract din alga Porphyridium
cruentum. Continutul se amesteca si se sterilizeazd in autoclava la 0,5 atm si temperatura de 112°C timp de 15-20 min. Dupa racirea
continutului pand la 50°C in flacon se adaugd, in conditii aseptice, antibiotice in cantitdti, reiesind din calculele obtinerii
urmatoarelor concentratii finale ale lor in mediul gata (in % de masa): nizoral 0,025; rifampicina 0,024; cefazolina 0,037 si colimi-
cina 0,024. Dupa agitarea flaconului timp de 1-2 min mediul de cultura este gata si se toarna imediat in cutii Petri sterile. Cutiile se
mentin la frigider de la 14 zile pana la o luna.

Exemplul 3
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Intr-un flacon steril se introduc succesiv (in % de masi) 91,48 gelozi peptonati topitd si 8,32 extract din alga Porphyridium
cruentum. Continutul se amesteca si se sterilizeazd in autoclava la 0,5 atm si temperatura de 112°C timp de 15-20 min. Dupa racirea
continutului pana la 50°C in flacon se adaugd, in conditii aseptice, antibiotice in cantitati, reiesind din concentratiile lor finale in
mediul gata (in % de masa): nizoral 0,045; rifampicina 0,046; cefazolind 0,067 si colimicina 0,044. Dupa agitarea flaconului timp de
1-2 min mediul de cultura este gata si se toarna imediat in cutii Petri sterile. Cutiile se mentin la frigider de la 14 zile pana la o luna.

in mod analog exemplelor 1,2 si 3 au fost obtinute medii de cultura la valori ale ingredientelor superioare celor limiti maxime si
inferioare celor limitd minime. Dependenta gradului de transparentd a mediului si a ratei de crestere a campilobacteriilor de cota in
mediu a extractului din Porphyridium cruentum, cat si rata de crestere a mediului celui mai apropiat analog sunt prezentate in tabelul
1. Dependenta numarului de izolate de campilobacterii si a numarului de rezultate nespecifice de ingrediente prezente in medii si
concentratiile acestora sunt prezentate in tabelul 2.

Dupéd cum rezulta din tabelul 1, micsorarea concentratiei extractului din Porphyridium cruentum mai jos de concentratia limita
minima echivaleaza cu micsorarea ratei de crestere pana la nivel de analogul cel mai apropiat si mai jos; sporirea concentratiei
extractului din Porphyridium cruentum, cu toate cd permite o crestere neinsemnatd a transparentei, nu asigura marirea ratei de
crestere a campilobacteriilor, prin urmare, economic nu este avantajoasa.

Din tabelul 2 rezulta ca % de izolate obtinut pe mediul cu geloza peptonata si extract din alga Porphyridium cruentum depaseste
indicele echivalent pentru ingredientele mediului celui mai apropiat analog. Procentul rezultatelor nespecifice, obtinut prin setul de
antibiotice din mediul propus este evident inferior indicelui respectiv pentru setul de antibiotice din mediul celui mai apropiat
analog. Din tabel mai rezultd ca si compozitia mediului propus este mai simpld fatd de a mediului celui mai apropiat analog
asigurand respectiv si o tehnologie mai simpla de preparare.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in: a) sporirea randamentului biomasei campilobacteriilor (de la 7% pana la 15%); b) ob-
tinerea mediului transparent ce este mai comod la insdmantari si la evaluarea rezultatelor; ¢) micsorarea numarului de rezultate ne-
specifice (de 1a 31% pana la 16%).

La cele expuse se mai poate adauga, cd si sinecostul mediului solicitat este mai redus, tehnologia prepararii mai rapida, fara a
impune manipulari multiple cu manusi de o singura intrebuintare, cu vesela suplimentara, fara baie de apa si necesitatea mentinerii
unei temperaturi stabile, etc.



