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Descriere:

Inventia se referd la microbiologie si poate fi utilizata la determinarea rapidd a Corynebacterium diphtheriae.

Dupia esenta tehnicd mai aproape este mediul de culturd cistind-telurit-ser Tinsdal-Sadacov [1], care contine
cistind, telurit de potasiu, hidroxid de sodiu, hiposulfit de sodiu si ser de cdine sau bovine, utilizat pentru cultivarea
Corynebacterium diphtheriae timp de 24...48 ore de incubare la 37°C. Mediul se pastreazi 3...4 zile.

Dezavantajul mediului de culturd cunoscut este durata indelungatd de cultivare (24...48 ore), sensibilitatea
insuficientd si durata micd de pastrare. Acest mediu nu permite cultivarea si indicarea celulelor unice de
Corynebacterium diphtheriae timp de 7...9 ore de incubare la 37°C.

Problema pe care o rezolva inventia propusd constd in crearea unui mediu de culturd ce permite accelerarea

Esenta inventiei constd in aceea cd mediul de culturd pentru determinarea Corynebacterium diphtheriae
include cistind, telurit de potasiu, hidroxid de sodiu, hiposulfit de sodiu, factori de crestere si baza nutritiva
peptonati. In calitate de factori de crestere mediul solicitat contine mediul 199, iar in calitate de bazi nutritivi
peptonatd - bulion peptonat uscat in urmétorul raport al ingredientelor, in % de masa: cistind 32,8...36,4; telurit de
potasiu 10,9...11,7; hidroxid de sodiu 1,3...1,5; hiposulfit de sodiu 5,4...5,9; mediul 199 1,5...2,0, bulion peptonat
uscat 43,7...46,8.

Rezultatul inventiei constd in accelerarea indicdrii Corynebacterium diphtheriae si in sporirea sensibilittii
mediului nutritiv datoritd factorilor de crestere ai mediului 199 si bazei nutritive peptonate. Bulionul peptonat
uscat, cistina si teluritul de potasiu se utilizeaza in calitate de substrat specific, scindarea lor permite indicarea
Corynebacterium diphtheriae care impreund cu hidroxidul si hiposulfitul de sodiu determind selectivitatea
mediului.

Mediul 199 se introduce in calitate de factor obligatoriu de crestere, iar bulionul peptonat uscat ca baza
nutritivd peptonata care favorizeaza accelerarea cresterii si multiplicarii Corynebacterium diphtheriae ce permite
sporirea sensibilitatii mediului, scindarea cistinei si teluritului de potasiu ca substrat specific impreuna cu
hidroxidul si hiposulfitul de sodiu, creeazi conditii de indicare si selectivitate pentru Corynebacterium diphtheriae.

Mediul de culturd solicitat permite cultivarea si indicarea Corynebacterium diphtheriae timp de 7...9 ore in
concentratiile initiale 1...10 c.m./ml, in cazul cind contine toate ingredientele (tabelul 1), in limitele indicate
(tabelul 2). Mediul este selectiv (tabelul 3), deoarece alte culturi microbiene nu cresc, ceea ce confirma
specificitatea si selectivitatea lui.

fn limitele indicate ale ingredientelor au fost obtinute medii cu caracterele si proprietitile identice descrise
(tabelul 2, exemplele 2, 3, 4). Toate variantele (exemplele 2, 3, 4) de preparare a mediului indicate in tabelul 2 se
efectueaza analogic exemplelor descrise.

fn urma uscirii in flacoane a 0,2 ml de mediu solicitat la temperatura de 37...45°C timp de 1,5...2 ore se
obtine o peliculd cristalizata fixatd la fundul flaconului.

Astfel mediul de culturd preparat in formd de peliculd cristalizatd poate fi folosit pentru indicarea
Corynebacterium diphtheriae in materialul de cercetat si isi pastreaza proprietatile timp de 2 ani (termenul de
observare) (tabelul 4).

Exemplul 1

Pentru prepararea mediului nutritiv solicitat intr-o retortd sterild si chimic curatd se toarnd ingredientele in
prealabil sterilizate: bulion peptonat 20% - 1,5 ml; solutie de cistind 10% - 2,5 ml; hidroxid de sodiu 0,1N - 2,5 ml;
solutie telurit de potasiu 5% - 1,5 ml; solutie hiposulfit de sodiu 2,5% - 1,5 ml si mediul 199 - 6,5 ml. Mediul
lichid obtinut se agitd, se introduce cate 0,2 ml in 80 flacoane de sticla sterile cu volumul de 10 ml, apoi se usucd la
temperatura de 37...45°C si se sterilizeazd in razele ultraviolete timp de 1,5...2 ore. Se inchid cu dopuri de cauciuc
sterile, apoi cu capace metalice.

Un flacon cu mediu nutritiv uscat pentru determinarea Corynebacterium diphtheriae include cistind, telurit de
potasiu, hidroxid si hiposulfit de sodiu, mediul 199 si bulion peptonat uscat in urmatorul raport al ingredientelor, in
% de masa:

cistind 36,4
telurit de potasiu 10,9
hidroxid de sodiu 1,5
hiposulfit de sodiu 5.4
mediul 199 2,0
bulion peptonat uscat 43,7
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Exemplul 2

Pentru prepararea mediului nutritiv solicitat intr-o retortd sterild si chimic curatd se toarnd ingredientele in
prealabil sterilizate: bulion peptonat 20% - 2,0 ml, solutie de cistind 10% - 3,0 ml, hidroxid de sodiu 0,1N - 3,0 ml,
solutie de telurit de potasiu 5% - 2,0 ml, solutie de hiposulfit de sodiu 2,5% - 2,0 ml si mediul 199 - 7,0 ml.

5 Mediul lichid obtinut se agitd, se introduce cte 0,2 ml in 95 flacoane de sticld sterile cu volumul de 10 ml, apoi
se usucd la temperatura de 37...45°C si se sterilizeazd in razele ultraviolete timp de 1,5...2,0 ore. Se inchid cu
dopuri de cauciuc sterile, apoi cu capace metalice.

Un flacon cu mediu nutritiv uscat pentru determinarea Corynebacterium diphtheriae include cistind, telurit de
potasiu, hidroxid si hiposulfit de sodiu, mediul 199 si bulion peptonat uscat in urméatorul raport al ingredientelor, in

10 % de masa:

cistind 34,2
telurit de potasiu 11,4
hidroxid de sodiu 14
hiposulfit de sodiu 5,7
mediul 199 1,7
bulion peptonat uscat 45,6
Exemplul 3
Pentru prepararea mediului nutritiv solicitat intr-o retorta sterild si chimic curatd se toarnd ingredientele in
prealabil sterilizate: bulion peptonat 20% - 2,5 ml, solutie de cistind 10% - 3,5 ml, hidroxid de sodiu 0,1N - 3,5 ml,
solutie telurit de potasiu 5% - 2,5 ml, solutie hiposulfit de sodiu 2,5% - 2,5 ml si mediul 199 - 7,5 ml.

15 Mediul lichid obtinut se agitd, se introduce cate 0,2 ml in 110 flacoane de sticla sterile cu volumul de 10 ml,
apoi se usucd la temperatura de 37...45°C si se sterilizeazi in razele ultraviolete timp de 1,5...2,0 ore. Se inchid cu
dopuri de cauciuc sterile, apoi cu capace metalice.

Un flacon cu mediu nutritiv uscat pentru determinarea Corynebacterium diphtheriae include cistind, telurit de
potasiu, hidroxid si hiposulfit de sodiu, mediul 199 si bulion peptonat uscat in urmatorul raport al ingredientelor, in

20 % de masa:

cistind 32,8

telurit de potasiu 11,7

hidroxid de sodiu 1,3

hiposulfit de sodiu 5,9

mediul 199 1.5

bulion peptonat uscat 46,8

In flaconul cu mediu uscat se introduce materialul de examinat in 2,0 ml ap# purificata sterili. Timp de 2...3

minute mediul se dizolvd, apoi se incubeazi in termostat la 37°C timp de 7...9 ore. In cazul prezentei
Corynebacterium diphtheriae in materialul de analizat mediul se coloreaza in negru pronuntat, pe cand in control -
culoarea rdmane roz-surie.

25 Timpul indicarii Corynebacterium diphtheriae depinde de concentratia initiald a germenilor in materialul de
analizat. Indicarea a 10...100 c.m./ml este posibild peste 7...9 ore, iar 1 mlrd si mai mult c.m./ml peste 3...5 ore de
incubare.

Tabelul 1
Influenta ingredientelor mediului nutritiv uscat la indicarea
30 Corynebacterium diphtheriae
Nr. Ingredientele, partea Variantele componentei mediului si rezultatele indicérii
componentd a mediului I I 1T v v VI VI

1 Cistina - + + + + + +
2 Telurit de potasiu + - + + + + +
3 Hidroxid de sodiu + + - + + + +
4 Hiposulfit de sodiu + + + - + + +
5 Mediu 199 + + + + - + +
6 Bulion peptonat uscat + + + + + - +

Indicarea  Corynebacterium  diphtheriae B B B B B "

pand la 9 ore

35

Nota: “+” - prezenta ingredientului;
“-” - lipsa ingredientului.
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5
Tabelul 2
Sensibilitatea mediului la indicarea Corynebacterium diphtheriae in functie
10 de componenta cantitativd a mediului
Bulion Telurit de Hiposulfit [ Mediul 199 | Hidroxid | Sensibili-
Exemplu peptonat Cistina potasiu de sodiu de sodiu tatea
uscat
% de masd | % de masd % de masi % de % de masd % de
masa masa
1 41,8 38,3 104 5,1 24 1,6 +
2 43,7 364 10,9 54 2,0 1,5 ++
3 45,6 34,5 114 5,7 1,7 14 +++
4 46,8 32,8 11,7 5,9 1,5 1,3 ++
5 50,4 27,7 12,6 6,8 0,9 1,0 -
Noti: “+++” - inalt sensibil;
“++7 - sensibil;
15 “4>»  _glab sensibil;
“-” - insensibil.
Tabelul 3
20
Timpul indicérii Corynebacterium diphtheriae in functie de concentratia
microorganismelor in materialul analizat
Concentratia Timpul indicarii (ore)
materialului
analizat in 1 2 3 4 5 6 7 8 9 24
ml/g
10" - - - - - - - - ++ +++
10° - - - - - - - + ++ -
10° - - - - - - + ++ 4+ .
10 - - - - - + ++ ++ +++ +++
10 - - - - + ++ 4+ ++-+ +++ +++
10 - - - + ++ +++ +++ +++ +++ +++
10 - - - ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
10 - - ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
10 - + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
25 Nota: “+++” - reactie pozitiva pronuntata;
“+47 - reactie pozitiva,
“+” - reactie slab pozitiva;

TR

- reactie negativa.



10

15

20

25

MD 1689 G2

Durata pastrarii calitatii si sterilitdtii mediului nutritiv uscat
pentru indicarea Corynebacterium diphtheriae

Tabelul 4

Durata
observarilor

Timpul indicérii Corynebacterium diphtheriae in concentratii initiale 10-100 c.m./ore

1 2 3 4 5 6

7

8

9

24

7 zile

15 zile

30 zile

2 luni

3 luni

|
.
.
+ [+ [+ [+ ]+

9 luni

+ |+ [+ |+ [+ ]+

12 luni

24 Tuni

+ |+

+ |+ [+ [+ [+ [+ |+ ]|+

+{+ [+ [+ [+ [+ |+ |+

Nota: “+” - cresterea Corynebacterium diphtheriae;

@

- lipsa cresterii Corynebacterium diphtheriae.

(57) Revendicare :

Mediu nutritiv pentru determinarea Corynebacterium diphtheriae, care include cistind, telurit de potasiu,
hidroxid de sodiu, hiposulfit de sodiu, factori de crestere si baza nutritiva peptonata, caracterizat prin aceea ci in
calitate de factori de crestere mediul nutritiv contine mediul 199, iar in calitate de bazi nutritiva peptonata - bulion
peptonat uscat in urmdtorul raport al ingredientelor, in % de masa:

cistind 32,8...36,4
telurit de potasiu 10,9...11,7
hidroxid de sodiu 1,3...1,5
hiposulfit de sodiu 54...59
mediul 199 1,5...2,0
bulion peptonat uscat 43,7...46,8.
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