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(57) Rezumat:

Inventia se referd la microbiologie si poate fi 5
utilizata pentru cultivarea, diferentierea si izolarea
coloniilor Campylobacter jejuni si Campylobacter
coli.

Mediul solicitat contine hidrolizat de cazeina,
peptona fermentativa, extract de drojdii, clorurd
de potasiu, agar, sange, nizoral, rifampicina, 10
cefazolina si polimixind M sulfat, in urmatorul
raport al ingredientelor (% de masad):

hidrolizat de cazeina 45,778...58,913
peptona fermentativa 2,631...5,050
extract de drojdii 2,357...3,682 15

2

clorura de potasiu 0,526...3,365
agar 6,733...10,523
sange 23,565...36,832
nizoral 0,003...0,005
rifampicind 0,005...0,008
cefazolina 0,007...0,011
polimixina M sulfat 0,002...0,004.

Rezultatul inventiei constad in posibilitatea dife-
rentierii timpurii a coloniilor de Campylobacter
Jejuni si Campylobacter coli si in reducerea duratei
analizei bacteriologice.

Revendicari: 1
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Descriere:

Inventia se refera la microbiologie si poate fi utilizatd pentru cultivarea, diferentierea si izolarea coloniilor
Campylobacter jejuni si Campylobacter coli.

Dupa esentd mai aproape este mediul pentru cultivarea si izolarea microorganismelor Campylobacter jejuni si
Campylobacter coli [1], care contine geloza peptonatd (in componenta careia intra agar, hidrolizat pancreatic din peste si
clorura de sodiu), extract de drojdii, amestec selectiv de antibiotice (nizoral, rifampicind, cefazolind, polimixind M sulfat) si
sange.

Dezavantajul mediului pentru cultivarea microorganismelor cunoscut il constituie faptul ca el nu permite diferentierea
tulpinilor izolate de Campylobacter 1a nivel de specie 1n baza coloniilor crescute.

Problema pe care o rezolva inventia propusa constd in obtinerea unui mediu de culturd, capabil a diferentia coloniile
Campylobacter jejuni si Campylobacter coli dupa caracterul de crestere a coloniilor diverse, adica dupa morfologie (aspect),
culoare si dimensiuni.

Esenta inventiei o constituie faptul ca mediul pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli include agar,
extract de drojdii, sange, amestec selectiv de antibiotice (nizoral, rifampicind, cefazolina, polimixinad M sulfat) si suplimentar
hidrolizat de cazeina, peptond fermentativa, clorurd de potasiu in urmatorul raport al ingredientelor, % de masa:

hidrolizat de cazeina 45,778...58,913
peptona fermentativa 2,631...5,050
extract de drojdii 2,357...3,682
clorura de potasiu 0,526...3,365
agar 6,733...10,523
sange 23,565...36,832
nizoral 0,003...0,005
rifampicind 0,005...0,008
cefazolina 0,007...0,011
polimixina M sulfat 0,002...0,004.

Rezultatul inventiei constd in posibilitatea aprecierii coloniilor de Campylobacter jejuni si Campylobacter coli dupa
caracterul cresterii, datoritd includerii triadei de ingrediente: a hidrolizatului de cazeina, a peptonei fermentative si a clorurii
de potasiu. Anume aceste componente asigura cresterea abundenta si concomitent diferentiata a speciilor de Campylobacter
Jjejuni si Campylobacter coli. Coloniile de Campylobacter jejuni sunt mai mici in diametru (pana la 1...2 mm),
semitransparente, cu o nuanta de culoarea mediului, iar coloniile de Campylobacter coli sunt mai mari (pana la 3...5 mm in
diametru) de culoare cenusie.

Hidrolizatul de cazeind este obtinut prin hidroliza fermentativa a cazeinei. Pentru aceasta volumul necesar de apd de
robinet se incalzeste pana la 45°C, se aduce la pH 8,2 si se adaugd 7...10% de cazeina uscatd (STAS nr. 1211-41 si TU 153-
54). Apa si cazeina se amesteca minutios, se corecteaza repetat pH-ul, agitand periodic pana la umflarea cazeinei. Se adauga
ulterior 0,5% de pancreatina uscata. Se amesteca din nou si se verifica pH-ul. Procesul de fermentare continud 16...20 zile la
temperatura camerei. Periodic se controleazd pH-ul si se agitd baloanele. La Incetarea fermentarii lichidul de deasupra
sedimentului devine limpede si se filtreaza usor. Lichidul limpede mentionat, situat deasupra sedimentului, prezinta in fond
hidrolizatul de cazeina. El se filtreaza, se toarnd in flacoane si se sterilizeaza 30 min la presiunea de 1 atm. Se utilizeaza pe
masura necesitatii in conditii aseptice.

Hidrolizatul de cazeind include proteine §i aminoacizi, precum si vitamine de grupurile B, C, E, zaharide reducatoare,
acizi nucleici si alti factori de crestere. Compozitia biochimicd permite hidrolizatului de cazeina sa asigure diferentiat
necesitatile nutritive ale Campylobacter jejuni s1 Campylobacter coli.

Peptona fermentativa este un produs obtinut in urma hidrolizei fermentative cu pepsina si tripsina din stomacul bovinelor
si/sau porcinelor. Stomacul se marunteste si se lasa pentru fermentare de propriile enzime timp de 18 ore. Produsul obtinut se
numeste peptond fermentativa si contine un amestec din albumoze, polipeptide si aminoacizi, ultimii constituind o sursa
nutritiva importantd pentru microorganismele Campylobacter.

in calitate de sursi de ioni de K' se utilizeazi clorura de potasiu in stare chimic purd, produsi de Chimreactiv Donetk
(STAS 4234-74).

in limitele indicate ale ingredientelor a fost obtinut un mediu cu caracterele si proprietitile descrise (tabelele 1...3,
exemplele 1...5). Astfel mediul pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli poate fi folosit pentru
cultivarea, diferentierea, izolarea si indicarea tulpinilor de Campylobacter jejuni si Campylobacter coli.

Exemplul 1. Pentru prepararea mediului nutritiv intr-un flacon steril se introduc 8,5 ml de hidrolizat de cazeina si 91,5 ml
de apa distilatd. Solutia se filtreaza prin filtru de hartie, apoi la ea se adauga (in g):
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peptona fermentativa 0,5
clorura de potasiu 0,1
agar 2,0
extract de drojdii 0,7

Se aduce pH-ul solutiei la nivel de 7,2. Sterilizarea mediului se efectueaza timp de 20 min la presiunea de 1 atm. Dupa
sterilizare 1n flaconul cu mediu fierbinte se adauga in conditii aseptice 7 ml de sange si se amesteca minutios. Dupa racirea
pana la 50°C 1n flacon se adauga amestecul selectiv de antibiotice, care se prepara in prealabil in modul urmator: intr-un tub
steril se introduc consecutiv 1 mg nizoral, 1,6 mg rifampicing, 2,1 mg cefazolind si 0,75 mg polimixind M sulfat. Apoi se
adauga 2,0 ml apa distilata sterila si se dizolva ingredientele. Solutia selectiva obtinuta se trece imediat cu o pipeta sterila in
flaconul cu mediul récit catre acest moment pana la aproximativ 50°C.

Mediul obtinut imediat se toarna in cutii Petri, cate 15...20 ml.

Pentru aprecierea cresterii Campylobacter pe mediul propus se face insamantarea acestora cu o ansa bacteriologica cu
diametrul de 2 mm prin metoda sectoarelor Gold. Anterior se prepara suspensii de Campylobacter jejuni si Campylobacter
coli 1n solutie izotonica cu concentratia de 500 mln/ml (dupa standardul de turbiditate 5 UI).

Mediul nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli contine: hidrolizat de cazeind, peptond
fermentativa, extract de drojdii, clorurd de potasiu, agar, sange, amestec selectiv de antibiotice (nizoral, rifampicina,
cefazolina si polimixind M sulfat) avand urmatorul raport al ingredientelor, in % de masa:

hidrolizat de cazeina 45,778
peptona fermentativa 2,631
extract de drojdii 3,682
clorura de potasiu 0,526
agar 10,523
sange 36,832
nizoral 0,005
rifampicind 0,008
cefazolina 0,011
polimixina M sulfat 0,004

Toate variantele de preparare a mediului indicate (exemplele 2, 3, 4, 5 in tabelele 1...3) se efectuecaza analogic
experimentului descris.

Exemplul 2. Pentru prepararea mediului nutritiv intr-un flacon steril se introduc: 10,7 ml hidrolizat de cazeina si 89,3 ml
de apa distilatd. Solutia se filtreaza prin filtru de hartie, apoi la ea se adauga (in g):

peptona fermentativa 0,75
clorura de potasiu 0,25
agar 2,0
extract de drojdii 0,7

Se aduce pH-ul solutiei la nivel de 7,2. Sterilizarea mediului se efectueaza timp de 20 min la presiunea de 1 atm. Dupa
sterilizare 1n flaconul cu mediu fierbinte se adauga in conditii aseptice 7 ml de sange si se amesteca minutios. Dupa racirea
pana la 50°C in flacon se adaugd amestecul selectiv de antibiotice care se prepara in prealabil in modul urmator: intr-un tub
steril se introduc consecutiv 1 mg nizoral, 1,6 mg rifampicina, 2,1 mg cefazolina si 0,75 mg polimixind M sulfat. Ulterior se
adauga 2,0 ml apa distilata sterila si se dizolva ingredientele. Solutia selectiva obtinuta se trece imediat cu o pipeta sterila in
flaconul cu mediul récit catre acest moment pana la aproximativ 50°C.

Mediul obtinut imediat se toarnd, cate 15...20 ml, in cutii Petri.

Mediul nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli contine: hidrolizat de cazeind, peptond
fermentativa, extract de drojdii, clorurd de potasiu, agar, sange, amestec selectiv de antibiotice (nizoral, rifampicina,
cefazolina si polimixind M sulfat) avand urmatorul raport al ingredientelor, in % de masa:

hidrolizat de cazeina 50,451
peptona fermentativa 3,471
extract de drojdii 3,240
clorura de potasiu 1,157
agar 9,257
sange 32,399
nizoral 0,005
rifampicina 0,007
cefazolina 0,010

polimixina M sulfat 0,003
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Exemplul 3. Pentru prepararea mediului nutritiv intr-un flacon steril se introduc: 12,8 ml hidrolizat de cazeina si 87,2 ml
de apa distilatd. Solutia se filtreaza prin filtru de hartie, apoi la ea se adauga (in g):

peptona fermentativa 1,0
clorura de potasiu 0,5
agar 2,0
extract de drojdii 0,7

Se aduce pH-ul solutiei la nivel de 7,2. Sterilizarea mediului se efectueaza timp de 20 min la presiunea de 1 atm. Dupa
sterilizare 1n flaconul cu mediu fierbinte se adauga in conditii aseptice 7 ml de sange si se amesteca minutios. Dupa racirea
pana la 50°C in flacon se adaugd amestecul selectiv de antibiotice care se prepara in prealabil in modul urmator: intr-un tub
steril se introduc consecutiv 1 mg nizoral, 1,6 mg rifampicing, 2,1 mg cefazolind si 0,75 mg polimixind M sulfat. Apoi se
adauga 2,0 ml apa distilata sterila si se dizolva ingredientele. Solutia selectiva obtinuta se trece imediat cu o pipeta sterila in
flaconul cu mediul récit catre acest moment pana la aproximativ 50°C.

Mediul obtinut imediat se toarna, cate 15...20 ml, in cutii Petri.

Mediul nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli contine: hidrolizat de cazeind, peptond
fermentativa, extract de drojdii, clorura de potasiu, agar, sange, amestec de antibiotice avand urmatorul raport al
ingredientelor, in % de masa:

hidrolizat de cazeina 53,898
peptona fermentativa 4,114
extract de drojdii 2,880
clorura de potasiu 2,057
agar 8,228
sange 28,800
nizoral 0,004
rifampicina 0,007
cefazolina 0,009
polimixina M sulfat 0,003

Exemplul 4. Pentru prepararea mediului nutritiv intr-un flacon steril se introduc: 14,3 ml hidrolizat de cazeina si 85,7 ml
apa distilata. Solutia se filtreaza prin filtru de hartie, apoi la ea se adauga (in g):

peptona fermentativa 1,25
clorura de potasiu 0,75
agar 2,0
extract de drojdii 0,7

Se aduce pH-ul solutiei la nivel de 7,2. Sterilizarea mediului se efectueaza timp de 20 min la presiunea de 1 atm. Dupa
sterilizare 1n flaconul cu mediu fierbinte se adauga in conditii aseptice 7 ml de sange si se amesteca munitios. Dupa racirea
pand la 50°C se adauga in flacon amestecul selectiv de antibiotice care se prepara in prealabil in modul urmator: intr-un tub
steril se introduc consecutiv 1 mg nizoral, 1,6 mg rifampicina, 2,1 mg cefazolina si 0,75 mg polimixind M sulfat. Ulterior se
adauga 2,0 ml apa distilata sterila si se dizolva ingredientele. Solutia selectiva obtinuta se trece imediat cu o pipeta sterila in
flaconul cu mediul récit catre acest moment pana la aproximativ 50°C.

Mediul nutritiv obtinut imediat se toarna, cate 15...20 ml, in cutii Petri.

Mediul nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli contine: hidrolizat de cazeind, peptond
fermentativa, extract de drojdii, clorurd de potasiu, agar, sange, amestec selectiv de antibiotice (nizoral, rifampicina,
cefazolina si polimixind M sulfat) In urmatorul raport al ingredientelor, in % de masa:

hidrolizat de cazeina 55,671
peptona fermentativa 4,734
extract de drojdii 2,651
clorura de potasiu 2,840
agar 7,574
sange 26,510
nizoral 0,004
rifampicind 0,006
cefazolina 0,008
polimixina M sulfat 0,002

Exemplul 5. Pentru prepararea mediului nutritiv intr-un flacon steril se introduc: 17,1 ml hidrolizat de cazeina si 82,9 ml
apa distilata. Solutia se filtreaza prin filtru de hartie, apoi la ea se adauga (in g):

peptona fermentativa 1,5

clorura de potasiu 1,0

agar 2,0
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extract de drojdii
Se aduce pH-ul solutiei la nivel de 7,2. Sterilizarea mediului se efectueaza timp de 20 min la presiunea de 1 atm. Dupa
sterilizare 1n flaconul cu mediu fierbinte se adauga in conditii aseptice 7 ml de sange si se amesteca minutios. Dupa racirea
panad la 50°C se adauga in flacon amestecul selectiv de antibiotice care este preparat in prealabil in modul urmétor: intr-un tub
steril se introduc consecutiv 1 mg nizoral, 1,6 mg rifampicing, 2,1 mg cefazolind si 0,75 mg polimixind M sulfat. Apoi se
adauga 2,0 ml apa distilata sterila si se dizolva ingredientele. Solutia selectiva obtinuta se transferd imediat cu o pipeta sterild
in flaconul cu mediul racit catre acest moment pana la aproximativ 50°C.
Mediul nutritiv obtinut imediat se toarna, cate 15...20 ml, in cutii Petri.
Mediul nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli contine hidrolizat de cazeina, peptona
fermentativa, extract de drojdii, clorurd de potasiu, agar, sange, amestec selectiv de antibiotice (nizoral, rifampicina,
cefazolina si polimixind M sulfat) In urmatorul raport al ingredientelor, in % de masa:
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0,7

hidrolizat de cazeina 58,913
peptona fermentativa 5,050
extract de drojdii 2,357
clorura de potasiu 3,365
agar 6,733
sange 23,565
nizoral 0,003
rifampicind 0,005
cefazolina 0,007
polimixina M sulfat 0,002.
Tabelul 1
15 Sensibilitatea mediului nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli
Nr. Hidrolizat| Peptond | Extract | Clorura Rifampi- | Cefazoli- | Polimixi-| Rata de
exem- de fermen- de de Agar Sange  [Nizoral cind na naM | crestere
plului cazeind tativa drojdii potasiu sulfat | (indicele
% de % de % de % de % de % de % de % de % de % de Gold)
masa masa masa masa masa masa masa masa masa masa
1 45,778 2,631 3,682 0,526 10,523 36,832 | 0,005 0,008 0,011 0,004 10
2 50,451 3,471 3,240 1,157 9,257 32,399 0,005 0,007 0,010 0,003 10%-10°
3 53,898 4,114 2,880 2,057 8,228 28,800 0,004 0,007 0,009 0,003 10°
4 55,671 4,734 2,651 2,840 7,574 26,510 0,004 0,006 0,008 0,002 10°
5 58,913 5,050 2,357 3,365 6,733 23,565 0,003 0,005 0,007 0,002 10°
Tabelul 2
Viteza de crestere Campylobacter jejuni si Campylobacter coli pe mediul nutritiv
20
Hidrolizat Peptond | Extractde | Clorura Rifampi- | Cefazo-| Polimi-
de fermentati- drojdii de Agar Sange [Nizoral | cind lind xina Termenul de
Nr. cazeina va potasiu M sulfat | aparitie a
coloniilor,
exem- [ %de % de % de %de | %de | %de | %de | %de | %de | %de ale
plului masa masa masa masa masa masa masa masa masa masa
1 45,778 2,631 3,682 0,526 10,523 | 36,832 0,005 | 0,008 0,011 | 0,004 2-3
2 50,451 3,471 3,240 1,157 9,257 | 32,399 | 0,005 | 0,007 0,010 | 0,003 2-3
3 53,898 4,114 2,880 2,057 8,228 | 28,800 | 0,004 | 0,007 0,009 | 0,003 2
4 55,671 4,734 2,651 2,840 7,574 | 26,510 | 0,004 | 0,006 0,008 | 0,002 2
5 58,913 5,050 2,357 3,365 6,733 | 23,56 | 0,003 | 0,005 0,007 | 0,002 2-3
5
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Tabelul 3
5 Proprietatile de diferentiere a mediului nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si
Campylobacter coli
Nr. Hidrolizat | Peptona | Extract| Clorura Rifampi- | Cefazo- |Polimi- | Posibilita-
exem- de fermen- de de Agar Sange Nizoral | cind lind xind tea dife-
plului | cazeina tativa drojdii | potasiu M sulfat | rentierii
% de % de % de % de % de % de % de % de % de % de C. jejuni,
masa masa masa masa masa masa masa masa masa masa C. coli
1 45,778 2,631 3,682 0,526 10,523 | 36,832 | 0,005 0,008 0,011 0,004 +
2 50,451 3,471 3,240 1,157 9,257 32,399 0,005 0,007 0,010 0,003 ++
3 53,898 4,114 2,880 2,057 8,228 28,800 | 0,004 0,007 0,009 0,003 -+
4 55,671 4,734 2,651 2,840 7,574 | 26,510 | 0,004 0,006 0,008 0,002 ++
5 58,913 5,050 2,357 3,365 6,733 23,565 0,003 0,005 0,007 0,002 ++
Nota: +++ - Diferentiere Tnalt pronuntata;
10 ++ - Diferentiere pronuntata;
+ - Diferentiere slab pronuntata.
(57) Revendicare:
Mediu nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli, care include
15 hidrolizat de cazeind, peptona fermentativa, extract de drojdii, clorura de potasiu, agar, sange,
nizoral, rifampicing, cefazolind si polimixind M sulfat, in urmatorul raport al ingredientelor (% de
masa):
hidrolizat de cazeina 45,778...58,913
peptona fermentativa 2,631...5,050
20 extract de drojdii 2,357...3,682
clorura de potasiu 0,526...3,365
agar 6,733...10,523
sange 23,565...36,832
nizoral 0,003...0,005
25 rifampicind 0,005...0,008
cefazolina 0,007...0,011
polimixina M sulfat 0,002...0,004.
30
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