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1 2
Inventia se refera la microbiologie si poate fi acid L-glutamic 3,76...4,82
aplicatd pentru cultivarea si izolarea microorganis- metabisulfit de sodiu 0,32...0,42
melor Campylobacter jejuni si Campylobacter coli. 5 sulfat de fier 0,32...0,42
Mediul solicitat contine hidrolizat de cazeina, rifampicind 0,012.. 0,015
peptona fermentativa, extract de drojdii, clorurd de cefazolina 0,024...0,031
potasiu, agar, acid L-glutamic, metabisulfit de nizoral 0,028...0,036
sodiu, sulfat de fier, rifampicina, cefazolina, nizoral polimixina M sulfat 0,006...0,008.
si polimixind M sulfat, avand urmatorul raport al Rezultatul inventiei consta in posibilitatea izolarii
ingredientelor, in % de masa de substantd uscata: 10 microorganismelor Campylobacter jejuni si Campylo-
hidrolizat de cazeina 44.67...46,50 bacter coli si cresterii culturilor repicabile cu pastrarea
peptona fermentativa 10,05...13,04 caracteristicilor cultural-morfologice.
extract de drojdii 7,30...9,38 Revendicari: 1
clorura de potasiu 3,35...7,82
agar 20,87...26,80 15
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Descriere:

Inventia se refera la microbiologie si poate fi aplicatd pentru cultivarea si izolarea microorganismelor din
genul Campylobacter, $i anume a speciilor Campylobacter jejuni si Campylobacter coli.

Este cunoscut mediul nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli [1], care contine
hidrolizat de cazeind, peptona fermentativa, extract de drojdii, clorurd de potasiu, agar, sange, nizoral,
rifampicind, cefazolina si polimixina M sulfat.

Dezavantajul mediului nutritiv cunoscut il constituie faptul ca el contine sange, care poate fi infectat cu agenti
cauzali ai diferitor boli transmisibile (SIDA, hepatite virale etc.), care prezintd pericol pentru infectarea
personalului.

Problema pe care o rezolva inventia este obtinerea unui mediu nutritiv fara sange, capabil a asigura cresterea
si izolarea campilobacteriilor.

Mediul nutritiv propus pentru cultivarea microorganismelor Campylobacter jejuni si Campylobacter coli are
urmatoarea componenta, in % de masa de substanta uscata:

agar 20,87...26,80
hidrolizat de cazeina 44,67...46,50
peptona fermentativa 10,05...13,04
extract de drojdii 7,30...9,38
clorura de potasiu 3,35...7,82
acid L-glutamic 3,76...4,82
metabisulfit de sodiu 0,32...0,42
sulfat de fier 0,32...0,42
rifampicind 0,012...0,015
cefazolina 0,024...0,031
nizoral 0,028...0,036
polimixina M sulfat 0,006...0,008.

Rezultatul inventiei consta in posibilitatea izolarii microorganismelor Campylobacter jejuni si Campylobacter
coli si cresterii culturilor repicabile cu pastrarea caracteristicilor cultural-morfologice.

Hidrolizatul de cazeind este obtinut prin hidroliza fermentativa a cazeinei. Pentru aceasta volumul necesar de
apa de robinet se incélzeste pana la 45°C, se ajusteaza la pH 8,2 si se adauga 7...10% de cazeind uscatd (STAS
nr. 1211-41 si TU 153-54). Apa si cazeina se amestecad minutios, se corecteaza repetat pH-ul, agitdnd periodic
pana la umflarea cazeinei. Se adauga ulterior 0,5% de pancreatina uscatd. Se amestecd din nou si se ajusteaza pH-
ul. Procesul de fermentare continua 16...20 zile la temperatura camerei. Periodic se controleaza pH-ul si se agita
baloanele. La incetarea fermentarii lichidul supernatant de deasupra sedimentului devine limpede si se filtreaza
usor. Lichidul limpede, situat deasupra sedimentului prezinta in fond hidrolizatul de cazeina. El se filtreaza, se
toarna in flacoane si se sterilizeaza 30 min la presiunea de 1 atm. Se utilizeaza pe masura necesitatii din flacon in
conditii aseptice.

Hidrolizatul de cazeind include proteine si aminoacizi, cdt si vitamine din grupele B, C, E, zaharide
reducatoare, acizi nucleici si alti factori de crestere. Compozitia biochimica permite hidrolizatului de cazeind sa
asigure diferentiat necesitatile nutritive ale Campylobacter jejuni si Campylobacter coli.

Peptona fermentativa este un produs obtinut in rezultatul hidrolizei fermentative cu pepsind si tripsina a
stomacurilor de bovine si/sau porcine. Stomacul se marunteste si se lasd pentru fermentare pe propriile enzime
timp de 18 h. Produsul obtinut se numeste peptona fermentativa si contine un amestec din albumoze, polipeptide
si aminoacizi, ultimii constituind o sursd importanta de nutrienti pentru microorganismele Campylobacter.

Extractul de drojdii contine acizi aminici, vitamine, baze purinice si pirimidinice, cationi, cantitati mari de
acizi nucleici si baze azotate si sunt surse naturale de factori de crestere.

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

Hidrolizatul de cazeind, peptona fermentativa, extractul de drojdii si clorura de potasiu favorizeaza asimilarea
acidului L-glutamic de catre Campylobacter jejuni si Campylobacter coli prevenindu-se epuizarea celulelor in
procesul sintezei si transformarii lor in forme atipice. Ca rezultat mediul nutritiv permite cultivarea
Campylobacter jejuni si Campylobacter coli cu formarea coloniilor repicabile fara variante morfologice cu
degradare.

Acidul L-glutamic este introdus in mediul dat ca factor de crestere, asigurdnd necesitdtile nutritive pentru
campilobacterii. Metabisulfitul de sodiu si sulfatul de fier sunt inclusi in componenta mediului ca reagenti care
coboara potentialul oxidoreducator al mediului nutritiv si sporesc aerotoleranta campilobacteriilor.

in limitele indicate ale ingredientelor a fost obtinut mediul cu caracterele si proprietatile descrise (tabelul 1,
exemplele 1-3). Astfel mediul pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli poate fi folosit
pentru cultivarea si izolarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli.
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Exemplul 1

Pentru prepararea mediului nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli intr-un
flacon steril se introduc consecutiv 31 mg metabisulfit de sodiu si 31 mg sulfat de fier. Intr-o eprubeti cu 3...4 ml
apa distilata sterila se introduc 360 mg acid L-glutamic, care foarte repede se dizolva la neutralizare concomitenta
cu solutie 1,0 N sau 2,5 N NaOH péna la pH 7,2...7,4. Continutul eprubetei se transfera in flaconul pregatit
anterior pentru dizolvarea celorlalte componente.

Separat, in alt flacon steril, se introduc 10,7 ml hidrolizat de cazeind (reziduu uscat — 3334,87 mg) si 89,3 ml
de apa distilatd. Solutia se filtreaza printr-un filtru de hartie, apoi la ea se adauga (in g):

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

Amestecul se incalzeste pana la fierbere. Se apreciaza pH-ul solutiei ajustandu-se la nivel de 7,2. Continutul
primului flacon se transfera in flaconul al doilea, se agitd, apoi mediul obtinut se sterilizeaza timp de 20 min la
presiunea de 0,5 atm. Dupa sterilizarea si racirea mediului pana la 50°C se adauga in flacon amestecul selectiv de
antibiotice, care se prepara in prealabil in modul urmaétor: intr-un tub steril se introduc consecutiv 1,2 mg
rifampicind, 2,4 mg cefazolina, 2,8 mg nizoral si 0,6 mg polimixind M sulfat. Se adauga 2,0 ml apa distilata
sterild si se dizolva ingredientele. Solutia selectiva obtinuta se transferd imediat cu o pipeta sterild in flaconul cu
mediul racit citre acest moment pana la aproximativ 50°C.

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

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

Un flacon cu mediu nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli include agar,
hidrolizat de cazeind, peptona fermentativa, extract de drojdii, clorura de potasiu, acid L-glutamic, metabisulfit de
sodiu, sulfat de fier, rifampicind, cefazolina, nizoral si polimixind M sulfat avand urmatorul raport al
ingredientelor, in % de masa de substantd uscata:

agar 26,80
hidrolizat de cazeina 44,67
peptona fermentativa 10,05
extract de drojdii 9,38
clorura de potasiu 3,35
acid L-glutamic 4,82
metabisulfit de sodiu 0,42
sulfat de fier 0,42
rifampicind 0,015
cefazolina 0,031
nizoral 0,036
polimixina M sufat 0,008.

Urmatoarele variante (exemplele 2 si 3) de preparare a mediului indicate in tabelul 1-2 se efectueaza analogic
experimentului descris.

Exemplul 2

Pentru prepararea mediului nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli intr-un
flacon steril se introduc consecutiv 31 mg metabisulfit de sodiu, 31 mg sulfat de fier. intr-o eprubeta cu 3...4 ml
apa distilata sterila se introduc 360 mg acid L-glutamic, care foarte repede se dizolva la neutralizare concomitenta
cu solutie 1,0 N sau 2,5 N NaOH péna la pH 7,2...7,4. Continutul eprubetei se transfera in flaconul pregatit
anterior pentru dizolvarea celorlalte componente.

Separat, in alt flacon steril, se introduc 12,8 ml hidrolizat de cazeind (reziduu uscat — 3989,38 mg) si 87,2 ml
de apa distilatd. Solutia obtinuta se filtreaza printr-un filtru de hartie, apoi la ea se adauga (in g):

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

Amestecul se incalzeste pana la fierbere. Se apreciaza pH-ul solutiei ajustandu-se la nivel de 7,2.
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5

Continutul primului flacon se transfera in flaconul al doilea, se agita, apoi mediul obtinut se sterilizeaza timp
de 20 min la presiunea de 0,5 atm. Dupa sterilizarea si racirea mediului pana la 50°C se adaugd in flacon
amestecul selectiv de antibiotice, care se prepard in prealabil in modul urmator: intr-un tub steril se introduc
consecutiv 1,2 mg rifampicind, 2,4 mg cefazoling, 2,8 mg nizoral si 0,6 mg polimixind M sulfat. Se adauga 2,0 ml
apa distilata sterila si se dizolva ingredientele. Solutia selectiva e gata si se transfera imediat cu o pipeta sterila in
flaconul cu mediul récit catre acest moment pana la aproximativ 50°C.

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

Pentru aprecierea cresterii Campylobacter pe mediul propus Insdmantarea acestora se face cu ansa
bacteriologica cu diametrul de 2 mm prin metoda sectoarclor Gold. Anterior se prepard suspensii de
Campylobacter jejuni s1 Campylobacter coli in solutie izotonica la concentratia 500 min./1 ml (dupa standardul
de turbiditate 5 UI).

Un flacon cu mediu nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli include agar,
hidrolizat de cazeind, peptona fermentativa, extract de drojdii, clorura de potasiu, acid L-glutamic, metabisulfit de
sodiu, sulfat de fier, rifampicina, cefarolind, nizoral si polimixinda M sulfat avand urmatorul raport al
ingredientelor, in % de masa de substanta uscata:

agar 23,21
hidrolizat de cazeina 46,29
peptona fermentativa 11,60
extract de drojdii 8,12
clorura de potasiu 5,80
acid L-glutamic 4,18
metabisulfit de sodiu 0,36
sulfat de fier 0,36
rifampicind 0,014
cefazolina 0,028
nizoral 0,032
polimixina M sulfat 0,007
Exemplul 3

Pentru prepararea mediului nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli intr-un
flacon steril se introduc consecutiv 31 mg metabisulfit de sodiu si 31 mg sulfat de fier. intr-o eprubeti cu 3...4 ml
apa distilata sterila se introduc 360 mg acid L-glutamic, care foarte repede se dizolva la neutralizare concomitenta
cu solutie 1,0 N sau 2,5 N NaOH péana la pH 7,2...7,4. Continutul eprubetei se transfera in flaconul pregatit
anterior pentru dizolvarea celorlalte componente.

Separat, in alt flacon steril, se introduc 14,3 ml de hidrolizat de cazeina (reziduu uscat — 4456,88 mg) si apa
distilata 85,7 ml. Solutia obtinuta se filtreaza printr-un filtru de hartie, apoi la ea se adauga (in g):

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

Amestecul se incalzeste pana la fierbere. Se apreciaza pH-ul solutiei ajustandu-se la nivel de 7,2.

Continutul primului flacon se transfera in flaconul al doilea, se agita, apoi mediul obtinut se sterilizeaza timp
de 20 min la presiunea de 0,5 atm. Dupa sterilizarea si racirea mediului pana la 50°C se adaugd in flacon
amestecul selectiv de antibiotice, care se prepard in prealabil in modul urmator: intr-un tub steril se introduc
consecutiv 1,2 mg rifampicind, 2,4 mg cefazolina, 2,8 mg nizoral, si 0,6 mg polimixind M sulfat. Se adauga 2,0
ml apa distilata sterild si se dizolva ingredientele. Solutia selectiva e gata si se transferd imediat cu o pipeta sterila
in flaconul cu mediul racit catre acest moment pana la aproximativ 50°C.

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

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

Un flacon cu mediu nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli include agar,
hidrolizat de cazeind, peptona fermentativa, extract de drojdii, clorurd de potasiu, acid L-glutamic, metabisulfit de
sodiu, sulfat de fier, rifampicind, cefazolina, nizoral si polimixind M sulfat avind urmatorul raport al
ingredientelor, in % de masa de substanta uscata:

agar 20,87
hidrolizat de cazeina 46,50
peptona fermentativa 13,04
extract de drojdii 7,30

clorura de potasiu 7,82
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6
acid L-glutamic 3,76
metabisulfit de sodiu 0,32
sulfat de fier 0,32
rifampicind 0,013
cefazolina 0,025
nizoral 0,029
polimixina M sulfat 0,006
Tabel
Sensibilitatea mediului pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli
5
o Peptoni Extract Acid Metabi- AmesFec Rata de Morfologia Cre§t§rea
A Hidrolizat f - la KCl | L-glu- sulfit Sulfat | selectiv de crestere | celulelor | tulpinilor
gar . | fermen e glu o L <
Exem- de cazeind - e . de de fier | antibiotice | (indicele peste 48 h | dupa
tativa drojdii tamic . ~ o< A
plu, sodiu Gold) de crestere | reinsaman-
Nr tarea colc
' % de | % de| % de| % de|% dg % de | % de | % de| % de niilor
masa masa masa masa masd | masa masa masa masa
! 26,80 | 44,67 10,05 9,38 3,36 | 4,82 0,42 0,42 0,09 10* Tipice +
: 23,21 | 46,29 11,60 8,12 5,80 | 4,18 0,36 0,36 0,08 10°...10° | Tipice +
3 20,87 | 46,50 13,04 7,30 7,82 | 3,76 0,32 0,32 0,07 10%...10° | Tipice +
Nota: "+" — crestere Campylobacter jejuni si Campylobacter coli
10
(57) Revendicare:
Mediu nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli, care contine
hidrolizat de cazeina, peptond fermentativa, extract de drojdii, clorurd de potasiu, agar, acid L-
15 glutamic, metabisulfit de sodiu, sulfat de fier, rifampicind, cefazolind, nizoral si polimixind M sulfat,
avand urmatorul raport al ingredientelor in % de masa de substantd uscata:
hidrolizat de cazeina 44,67...46,50
peptona fermentativa 10,05...13,04
extract de drojdii 7,30...9,38
20 clorura de potasiu 3,35...7,82
agar 20,87...26,80
acid L-glutamic 3,76...4,82
metabisulfit de sodiu 0,32...0,42
sulfat de fier 0,32...0,42
25 rifampicind 0,012...0,015
cefazolina 0,024...0,031
nizoral 0,028...0,036
polimixina M sulfat 0,006...0,008
30
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