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Descriere:

Inventia se refera la microbiologie si poate fi utilizata pentru indicarea rapida a lecitinazei microbiene.

Este cunoscuta indicarea lecitinazei microbiene pe mediul Cistovici, care contine geloza peptonata pH 7,2, 10% clorura de sodiu
si 10,00...20,00% de suspensie de galbenus de ou, pentru aceasta un gilbenus se extrage (scoate) din ou si se agitd in 200 ml de
solutie izotonica de clorura de sodiu. Pentru indicarea lecitinazei microbiene mediul lichefiat se toarnd in cutia Petri, se raceste, apoi
pe suprafata mediului se insimanteazi cultura stafilococicd, se incubeazi la 37°C 24...48 ore. in jurul coloniilor microbiene
lecitinazopozitive se formeaza o zona transparenta [1].

Dezavantajul acestei metode constad in aceea ca mediul utilizat trebuie preparat ex tempore, se pastreaza in conditii de frigider
numai 5...6 zile, indicarea microbiand se efectueaza peste 24...48 ore de incubare la 37°C si se utilizeazd cantitdti mari de mediu
(10...15 ml) la o analiza, ceea ce face examenul costisitor si complicat.

Problema se solutioneaza folosind reactivul care include galbenus de ou, bulion peptonat uscat, solutie izotonica de clorurd de
sodiu, amidon, glucozd, zaharoza, gelatind si clorura de calciu in urmétorul raport al ingredientelor, in % de masa:

galbenus de ou 71,15...74,23

20% bulion peptonat 7,11...7,42

amidon 8,48...9,49
glucoza 3,18...3,95
zaharoza 0,32...0,39
10% gelatina 3,18...3,95

10% clorura de calciu 3,18...3,95

solutie izotonicd de clorurd de sodiu restul.

Prezenta in componenta reactivului a bulionului peptonat si glucozei serveste drept baza de nutritie, care impreuna cu amidonul,
zaharoza si 10% gelatind permit formarea reactivului solid usor solubil in suspensia microbiana. 10% clorura de calciu favorizeaza
lecitinazei microbiene. Reactivul propus permite de asemenea o economie considerabila a componentelor si simplificarea analizelor.

Pentru prepararea reactivului in solutie izotonica de clorura de sodiu se dizolva amidon prin incélzire, apoi se adauga 20% bulion
peptonat, glucoza, zaharoza, 10% gelatind, galbenus de ou, 10% clorurda de calciu, agitind intens pentru dizolvarea completd a
ingredientelor. Dupd aceasta amestecul obtinut se aplicd cite 0,04 ml pe suprafata hartiei hidrofobe si se usucd la 37...45°C.
Reactivul obtinut are forma de microdisc concav solid de culoare galbena, cu diametrul de 0,5...0,7 cm, care usor se amestecd cu
suspensia microbiand examinata.

Reactivele se obtin in modul urmtor. Intr-o retortd chimic curati se toarna 7,24 ml de solutie izotonica de clorura de sodiu, apoi
se dizolva in ea prin Incalzire pe baie de apa 250 mg de amidon, se raceste, se adauga 1,00 ml de 20% bulion peptonat uscat, 100 mg
de glucoza,l mg de zaharozd, 1,00 ml de 10% gelatina, 2 ml de galbenus de ou si 1,00 ml de 10% clorurd de calciu. Se agita intens
pana la dizolvarea completa a ingredientelor. Apoi amestecul obtinut se aplicd cu pipeta-dozator cate 0,04 ml pe suprafata hartiei
hidrofobe formand 300 de picéturi care apoi se usucd in termostat la temperatura de 35...45°C 1n decurs de 24...48 ore. Astfel se
prepara 300 de reactive. Pentru indicarea lecitinazei microbiene pe o lama se aplica acest reactiv, apoi pe el o picaturd de suspensie
microbiand, se incubeaza la 37°C timp de 30...60 min, apoi in acest amestec se introduce perpendicular un microcapilar de sticla cu
diametrul de 1,00 mm. in cazul prezentei lecitinazei microbiene amestecul se ridica in microcapilar la un nivel de 7-12 mm, iar in
cazul absentei ei - numai la 5-6 mm (v. tabelul).

Exemplul 1. Pentru prepararea unui reactiv, care contine ingrediente in limite minime in 0,025 ml de solutie izotonica de clorura
de sodiu se dizolva prin incalzire pe baie de apa 0,667 mg de amidon, se riceste, apoi se adauga 0,003 ml de 20% bulion peptonat
uscat, 0,25 mg glucozd, 0,025 mg zaharoza, 0,0025 ml de 10% gelatina, 0,0058 ml gélbenus de ou si 0,0025 ml solutie de 10%
clorurd de calciu. Se agitd intens pana la dizolvarea completa a ingredientelor. Apoi amestecul obtinut se aplicd pe suprafata hartiei
hidrofobe cu diametrul de 0,5...0,7 mm si se usucd in termostat la temperatura de 35...45°C in decurs de 24...48 ore.

Exemplul 2. Pentru prepararea unui reactiv, care contine ingrediente in limite minime in 0,023 ml de solutie izotonica de clorura
de sodiu se dizolva prin incalzire pe baie de apa 1,00 mg de amidon, se riceste, apoi se adauga 0,0036 ml de 20% bulion peptonat,
0,417 mg glucoza, 0,0417 mg zaharozd, 0,0042 ml de 10% gelatina, 0,0075 ml galbenus de ou si 0,0042 ml de solutie de 10%
clorurd de calciu. Se agitd intens pana la dizolvarea completa a ingredientelor. Apoi amestecul obtinut se aplicd pe suprafata hartiei
hidrofobe cu diametrul de 0,5...0,7 mm si se usucd in termostat la temperatura de 35...45°C in decurs de 24...48 ore.

Indicarea lecitinazei la diverse tulpini microbiene

Nr. Determinarea lecitinazei
d/o Genul si specia microbilor Metoda obignuita (cea Metoda pro-
mai apropiata solutie pusa
analoagd)
24 ore 48 ore 30...60 min
1. B. cereus ATCC 14579 + + +
2. B. cereus ATCC 10702 + + +
3. B. cereus 010015 + + +
4. B. cereus var. anthracoides - - -
010025
5. B. subtilis 010005 - - -
6. S aureusP - 209 + + +
7. S aureus Cowan + + +
8. S aureus ATCC 25923 + + +
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9. S aureus Idmisev - - -
10. S aureus Dodon + + +
11. S epidermides Limisev - - -
12. S saprophyticus - - -
13. P. aeruginose 273 - - -
14. E. coli 055 - - -
15. S. typhimurium - - -

Nota: “+” - microorganismele lecitinazopozitive;

e

- microorganismele lecitinazonegative.



