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Inventia se referd la industria microbiologica si 5 glucoza 35,86...39,10
poate fi aplicatd pentru indicarea rapidi a levurilor gelatind 14,77...15,37
genului Candida la diagnosticul candidozelor, dihidrogenofosfat de sodiu ~ 11,60...13,58
precum si pentru efectuarea controlului microbio- hidrogenofosfat de potasiu ~ 2,26...2,56
logic al materiei prime, al preparatelor medicamen- mediul 199 0,56...0,57
toase si al diverselor obiecte ale mediului ambiant. rosu de fenol 0,74...0,77

Mediul nutritiv solicitat pentru indicarea levu- 10 ciprofloxacind 0,56...0,57.

rilor genului Candida include bulion peptonat Rezultatul inventiei constd in accelerarea, spo-
uscat, glucozd, gelatind, dihidrogenofosfat de so- rirea sensibilitatii, selectivitatii si a specificitatii de
diu, hidrogenofosfat de potasiu, mediul 199, rosu indicare a levurilor genului Candida.
de fenol si ciprofloxacind in urmiétorul raport al Revendicdri: 1
ingredientelor, % de masa: 15

bulion peptonat uscat  30,41...30,74
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Descriere:

Inventia se referd la industria microbiologicd si poate fi aplicatd pentru indicarea rapidd a levurilor
genului Candida in diagnosticul candidozelor, precum si pentru efectuarea controlului microbiologic
al materiei prime, al preparatelor medicamentoase si al diverselor obiecte ale mediului ambiant.

Dupi esentd mai aproape este mediul Sabourand glucozat [1], care contine peptond si glucozi in
apa purificatd, utilizat pentru izolarea si cultivarea levurilor genului Candida timp de 48...72 ore la
temperatura de 37°C.

Dezavantajul mediului cunoscut este durata indelungata de cultivare a levurilor genului Candida
(48...72 ore). Mediul isi pastreaza proprietitile pand la 2 saptdmaéni la temperatura de 4...7°C. La fel
mediul cunoscut are o sensibilitate, selectivitate si specificitate reduse, deoarece permite cresterea
altor specii de microorganisme.

Problema pe care o rezolva inventia propusd constd in elaborarea unui mediu de culturd care sa
genului Candida.

Esenta inventiei constd in aceea cd mediul de culturd pentru indicarea levurilor genului Candida
include o bazd nutritivd, glucoza, gelatind, dihidrogenofosfat de sodiu, hidrogenofosfat de potasiu,
mediul 199, rosu de fenol, ciprofloxacini. In calitate de bazi nutritivi mediul solicitat contine bulion
peptonat. Ingredientele sunt luate in urmaétorul raport, in % de masa:

bulion peptonat uscat 30,41...30,74
glucozi 35,86...39,10
gelatind 14,77...15,37
dihidrogenofosfat de sodiu 11,60...13,58
hidrogenofosfat de potasiu 2,26...2,56
mediul 199 0,56...0,57
rosu de fenol 0,74...0,77
ciprofloxacind 0,56...0,57

Rezultatul inventiei constd in accelerarea indicdrii (cultivarii) levurilor genului Candida. Aceasta
se datoreste mediului de culturd de o sensibilitate sporitd in care amestecul nutritiv din bulion
peptonat, glucozi, gelatind si mediul 199 include practic toate substantele necesare care favorizeaza
cresterea i multiplicarea levurilor genului Candida. Ciprofloxacina este factorul de selectivitate,
deoarece inhibd cresterea si multiplicarea altor microorganisme cu microflord asociatd, astfel
asigurdnd si specificitatea mediului de culturd. Indicarea levurilor genului Candida are loc in
conditiile pH-ului format de dihidrogenofosfatul de sodiu, hidrogenofosfatul de potasiu si substantele
scindarii glucozei cu ajutorul indicatorului rosu de fenol.

Comporzitia si raportul optim al ingredientelor creeazi mediul in forma de micropelicula uscatd
fixatd la fundul flaconului, care serveste ca veseld pentru pastrarea mediului si totodatd pentru
efectuarea analizei.

Noutatea inventiei constd in aceea cd mediul de culturd contine dihidrogenofosfat de sodiu,
hidrogenofosfat de potasiu, rosu de fenol si ciprofloxacind, iar in calitate de bazd nutritivd — bulion
peptonat, glucozd, gelatind i mediul 199 in urmdtorul raport cantitativ al ingredientelor, in % de
masa: bulion peptonat uscat — 30,41...30,74; glucozda — 35,86...39,10; gelatind — 14,77...15,37;
dihidrogenofosfat de sodiu — 11,60...13,58; hidrogenofosfat de potasiu — 2,26...2,56; mediul 199 —
0,56...0,57; rosu de fenol — 0,74...0,77; ciprofloxacina 0,56...0,57.

Mediul permite indicarea levurilor genului Candida in materialul de examinat in concentratiile
10'...10? c.m./ml numai in cazul in care contine toate ingredientele (tab. 1). In limitele indicate ale
ingredientelor (tab. 2) au fost obtinute medii cu caracterele descrise (tab. 2; exemplele 2, 3, 4). Toate
variantele (exemplele 2, 3, 4) de preparare a mediului indicate in tabelul 2 se efectueaza analogic
exemplelor descrise.

Pentru prepararea mediului in prealabil se pregatesc solutiile de dihidrogenofosfat de sodiu si
hidrogenofosfat de potasiu pentru obtinerea solutiei tampon fosfatic cu pH-ul 7,38...7,4, bulion
peptonat 20%, gelatind 10% si rosu de fenol 1%.

Exemplul 1

fntr-o retorti chimic curati si steril se introduc: solutie de dihidrogenofosfat de sodiu — 55,78 ml,
solutie de hidrogenofosfat de potasiu — 13,77 ml, bulion peptonat 20% — 9,38 ml, gelatind 10% — 9,38
ml, apoi se adaugd glucoza — 1750 mg si solutie de rosu de fenol 1% — 3,5 ml. Amestecul obtinut in
retortd se agitd si se sterilizeaza pe baia cu apd timp de 45 min, apoi, dupd ricire, se adaugd mediul
199 — 4,5 ml si solutia de ciprofloxacind 2,5 ml. Astfel se obtine mediul de culturd lichid care cu
pipeta de dozare se distribuie cate 0,4 ml in 250 flacoane sterile cu volumul de 10,0 ml, se usucd la
temperatura de 45°C timp de 48 ore, obtindnd mediul de culturd pelicular fixat la fundul flaconului,
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care contine ingredientele, in % de masa: bulion peptonat uscat — 30,74; glucoza — 35,86; gelatind —
15,37; dihidrogenofosfat de sodiu — 13,58; hidrogenofosfat de potasiu — 2,56; mediul 199 — 0,56; rogu
de fenol — 0,77; ciprofloxacind — 0,56. Apoi se sterilizeazd cu raze ultraviolete timp de 120 min,
flacoanele se inchid cu dop de cauciuc steril si cu capac metalic.

Exemplul 2

Intr-o retortd chimic curati si sterild se introduc: solutie de dihidrogenofosfat de sodiu —56,0 ml,
solutie de hidrogenofosfat de potasiu — 14,0 ml, bulion peptonat 20% — 10,0 ml, gelatind 10% — 10,0
ml, apoi se adaugd glucozi — 2000 mg si solutie de rosu de fenol 1% — 4,0 ml. Amestecul obtinut in
retortd se agitd si se sterilizeazd pe baia cu apa timp de 45 min, apoi, dupa racire, se adaugd mediul
199 — 5,0 ml si solutia de ciprofloxacind — 3,0 ml. Astfel se obtine mediul de culturd lichid care cu
pipeta de dozare se distribuie cate 0,4 ml in 250 flacoane sterile cu volumul de 10,0 ml, se usucd la
temperatura de 45°C timp de 48 ore, obtinand mediul de culturd pelicular fixat la fundul flaconului,
care contine ingredientele, in % de masa: bulion peptonat uscat — 30,23; glucoza — 37,79; gelatind —
15,11; dihidrogenofosfat de sodiu — 12,56; hidrogenofosfat de potasiu —2,41; mediul 199 — 0,57; rosu
de fenol — 0,76; ciprofloxacind — 0,57. Apoi se sterilizeazd cu raze ultraviolete timp de 120 min;
flacoanele se inchid cu dop de cauciuc steril §i cu capac metalic.

Exemplul 3

fntr-o retortd chimic curati si sterili se introduc: solutie de dihidrogenofosfat de sodiu — 56,2 ml;
solutie de hidrogenofosfat de potasiu — 14,32 ml, bulion peptonat 20% — 10,9 ml, gelatind 10% — 10,6
ml, apoi se adaugd glucozi — 2250 mg si solutie de rosu de fenol 1% — 4,5 ml. Amestecul obtinut in
retortd se agitd si se sterilizeaza pe baia cu apd timp de 45 min, apoi, dupd ricire, se adaugd mediul
199 — 5,51 ml si solutia de ciprofloxacind — 3,5 ml. Astfel se obtine mediul de culturd lichid care cu
pipeta de dozare se distribuie cate 0,4 ml in 250 flacoane sterile cu volumul de 10,0 ml, se usucd la
temperatura de 45°C timp de 48 ore, obtindnd mediul de culturd pelicular fixat la fundul flaconului,
care contine ingredientele, in % de masa: bulion peptonat uscat — 30,41; glucoza — 39,10; gelatind —
14,77; dihidrogenofosfat de sodiu — 11,60; hidrogenofosfat de potasiu —2,26; mediul 199 — 0,56; rosu
de fenol — 0,74; ciprofloxacind — 0,56. Apoi se sterilizeazd cu raze ultraviolete timp de 120 min;
flacoanele se inchid cu dop de cauciuc steril si capac metalic.

Mediul de culturd obtinut in forma de micropelicula uscata, fixatd la fundul flaconului, se
pastreazd la temperatura de 4...7°C timp de 2 ani (termen de observare) fird sd-si schimbe
proprietatile initiale (tab. 3). La necesitate se utilizeaza pentru indicarea levurilor genului Candida in
diagnosticul candidozelor, determinarea calititii microbiologice a materiei prime, preparatelor
medicamentoase si a diverselor obiecte ale mediului ambiant.

Pentru aceasta in flaconul cu mediu se introduc 2,04...4,0 ml de apa purificata sterild si materialul
de examinat se agitd si se incubeazi la temperatura de 37°C pénd la 9...24 ore. In cazul prezentei
levurilor genului Candida in materialul examinat culoarea amestecului din flacon se schimba din rosu
in galben. Timpul indicarii levurilor depinde de concentratia lor initiald intr-un ml/g de material.
Indicarea celulelor unice de levuri ale genului Candida este posibilad peste 9...24 ore de incubare, iar a
concentratiei de 10°...10* c.m./ml/g timp de 4...5 ore (tab. 4).

Mediul este selectiv, deoarece practic permite numai indicarea levurilor genului Candida (tab. 5).
Este simplu in aplicare, econom si poate fi utilizat in laboratoarele microbiologice de diverse niveluri.
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Tabelul 1
Influenta ingredientelor mediului de culturd la indicarea
levurilor genului Candida
. S Variantele compozitiei mediului si rezultatele indicarii
Nr. Ingredientele mediului ] > 3 T 5 7 = 3 5
1 Bulion peptonat uscat + - + + + + + + +
2 | Glucoza + + - + + + + + +
3 Gelatind + + + - + + + + +
4 | Dihidrogenofosfat de sodiu + + + + - + + + +
5 Hidrogenofosfat de potasiu + + + + + - + + +
6 | Mediul 199 + + + + + + - + +
7 Rosu de fenol + + + + + + + - +
8 Ciprofloxacind + + + + + + + + -
Indicarea peste 9 ore Da Nu Nu Var. Nu Nu Var. Nu Da
Nota: "+"  — prezenta ingredientului;

"-"  —lipsa ingredientului;

"Da" — permite indicarea levurilor Candida;

"Nu" —nu permite indicarea levurilor Candida;

"Var." —rezultatele indicarii levurilor Candida sunt variabile.

Tabelul 2

Sensibilitatea mediului de culturd la indicarea levurilor genului Candida in functie de componenta cantitativa a ingredientelor

Raportul cantitativ al ingredientelor, in % de masa

Concentratia initiald a levurilor
si indicarea lor peste 9 ore de
incubare la 37°C

Dihidro- .
Exemplu Bulion genofos- Hldr?- | Mediul Rosu | Cipro-

peptonat | Glucozd | Gelatina | fatde %eno o e de fe- | floxa- | 10° [ 10° [ 10* | 10* | 10* | 10"

di at de 199 .

uscat sodiu . nol cind

potasiu

1 30,86 37,04 12,35 15,43 2,47 0,62 0,62 0,62 + |+ - - - -
2 30,74 35,86 15,37 13,58 2,56 0,56 0,77 0,56 | A+ | | | | ]
3 30,23 37,79 15,11 12,56 2,41 0,57 0,76 0,57 | ++ | ++ | ++ | ++ | + | ++
4 30,41 39,10 14,77 11,60 2,26 0,56 0,74 0,56 | ++ | ++ | |+ | |
S 30,95 38,68 15,47 10,44 2,32 0,77 0,77 0,58 | ++| + | + - - -

Nota: "++" — reactia pozitiva (culoarea galben evidentiatd);

"+" — reactia slab pozitiva (culoarea gilbuie slab evidentiatd);

"_n

— reactia negativa (culoarea rosie).
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Tabelul 3

Durata pastrérii proprietatilor nutritive ale mediului de cultura pentru indicarea levurilor genului Candida

Timpul indicarii levurilor genului Candida
Intervalul R hr L. N
observarilor in concentratiile initiale 1...10 c.m./ml/g, in ore
2 3 4 5 6 7 ) 9 24
30 zile - - - - - - + +++ 4+
3 luni - - - - - - + +H+ +++
6 luni - - - - - - + +++ 4+
lan - - - - - - + ++ +++
1,5 ani - - - - - - - ++ A+
2 ani - - - - - - - ++ +++
Nota: "-" —culoare initiala rosie (rezultat negativ);
"+" — culoare galben deschis (rezultat slab pozitiv);
"++" — culoare galbend (rezultat pozitiv);
"+++" — culoare galben inchis (rezultat pozitiv evidentiat).
Tabelul 4
Indicarea levurilor genului Candida in functie de concentratia initiald a lor
in materialul de examinat
Concentratia Timpul indicarii, in ore
(c.m./ml, g) 2 3 4 5 6 7 8 9 24

10 - - - - - - + [+
107 - - - - - - + +++ +++
10° - + + ++ ++ +++ -+ +++
10° - - + + ++ +++ +++ 4+ +++
10° - - + ++ ++ +++ +++ +++ +4+
10° - + + ++ ++ +++ -+ A 4+
10’ + + ++ ++ +H -+ -+ = 4+
10° + + ++ +++ -+ -+ 4+ -+ -+
10° + ++ +++ +++ 4+ +++ +++ 4+ +++
Control - - - - - - - - -
Noté: "-"  — culoare initiald rogie (rezultat negativ);

"+"  — culoare galben deschis (rezultat slab pozitiv);

"++" — culoare galbend (rezultat pozitiv);

"+++" — culoare galben inchis (rezultat pozitiv evidentiat).
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Tabelul 5

Selectivitatea si specificitatea mediului de culturd pentru indicarea

levurilor genului Candida

5
Indicarea microorganismelor
Specificitatea Nr. de Bulion Sabourand .
Nr. . . . Mediul propus
microorganismelor tulpini glucozat
9 ore 24 ore 9 ore 24 ore
1 C. albicans® ATCC 10231 1 - 1 1 1
2 C. tropicalis® 1 - 1 1 1
3 C. krusei® 1 - 1 1 1
4 C. albicans* 54 - 23 48 54
S 1. mentagrophytes® 1 - 1 - -
6 C. tropicalis*® 9 - 2 8 9
7 C. krusei* 4 - 1 4 4
8 | S aureus ATCC 12600° 1 - 1 - -
9 S. aureus P-209° 1 - 1 -
10 [ S. aureus ATCC 25923° 1 - 1 - -
11 | S. aureus Cowan® 1 - - - -
12 | S. epidermidis ATCC 14990° 1 - 1 - -
13 [ S. pyogenes ATCC 12344° 1 - 1 - -
14 [ S. faecium NCTC 7171° 1 - - - -
15 [ B. cereus ATCC 14579° 1 - - - -
16 | B. cereus ATCC 10702° 1 - - - -
17 | P. aeruginosa ATCC 27583° 1 - 1 - -
18 | P. aeruginosa* 32 - 32 - -
19 | S. aureus* 62 - 57 - -
20 | E. coli* 17 - 17 - -
21 | P.vulgaris* 9 - 9 - -
22 | P. mirabilis* 7 - 7 - -

Nota: © — tulpini de referintd;
* —tulpini clinice.

10




MD 2590 F1 2004.10.31

(57) Revendicare:

Mediu nutritiv pentru indicarea levurilor genului Candida, care include o bazd nutritiva si glucoza,
caracterizat prin aceea ci in calitate de baz nutritivd se utilizeaza bulion peptonat uscat si contine suplimentar
gelatind, dihidrogenofosfat de sodiu, hidrogenofosfat de potasiu, mediul 199, rosu de fenol si ciprofloxacind luate
in urmatorul raport al ingredientelor, % de masa:

bulion peptonat uscat 30,41...30,74
glucozi 35,86...39,10
gelatind 14,77...15,37
dihidrogenofosfat de sodiu 11,60...13,58
hidrogenofosfat de potasiu 2,26..2,56
mediul 199 0,56...0,57
rosu de fenol 0,74...0,77
ciprofloxacind 0,56...0,57.

(56) Referinte bibliografice:
1. Ioan Coman, Mihai Mares. Micologie medicald aplicatd. lasi, Editura Junimea, 2000, p. 39-40

Sef Sectie: GUSAN Ala
Examinator: BAZARENCO Tatiana
Redactor: LOZOVANU Maria

Agentia de Stat pentru Protectia Proprietitii Industriale
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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