MD 2886 G2 2005.10.31

A O 0 O AT A M
MD 2886 G2 2005.10.31

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Ag.engia de Stat ) an 2886 a3 G2
pentru Proprietatea Intelectuala (51) Int. CL: CI2N 1/20 (2006.01)
C12Q 1/04 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2004 0301
(22) Data depozit: 2004.12.27

(45) Data publicirii hotdrarii de
acordare a brevetului:
2005.10.31, BOPI nr. 10/2005

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU"
DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(72) Inventator: MELNIC Valentina, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU"
DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(74) Reprezentant: VOZIANU Maria, MD

(54) Mediu nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter
coli

(57) Rezumat:

1

Inventia se referd la microbiologie, si anume la

2

de sodiu, sulfat de fier, agar, rifampicind, cefazo-

.. e . . 5 lind, nizoral i polimixind M sulfat.

medii nutritive si poate fi aplicatd pentru izolarea, <A N .
. R . . Rezultatul constd in asigurarea mentinerii unui

cultivarea si diferentierea coloniilor de Campylo- . . . P

L ’ . pH optimal pentru izolarea, cultivarea si diferen-

bacter jejun i Campylobacter coli tierea coloniilor de Campylobacter jejuni si Cam
Mediul nutritiv contine hidrolizat pancreatic de ’ . Py Jguns 4
. " L g lobacter coli.

cazeind, peptond fermentativd, extract de drojdii, o

clorurd de potasiu, dihidrogenofosfat de potasiu, 10 Revendicdri: 1

hidrogenofosfat de sodiu, L-glutamind, metabisulfit



10

15

20

25

30

35

40

45

MD 2886 G2 2005.10.31

Descriere:

Inventia se referd la microbiologie, si anume la medii nutritive si poate fi aplicatd pentru In calitate
de cea mai apropiatd solutie serveste mediul nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si
Campylobacter coli, care contine hidrolizat de cazeind, peptond fementativa, extract de drojdii, clorurd de
potasiu, agar, acid L-glutamic, metabisulfit de sodiu, sulfat de fier, nizoral, rifampicind, cefazolina,
polimixind M sulfat [1].

Dezavantajul mediului nutritiv cunoscut il constituie faptul ca el contine acid L-glutamic care nu se
dizolva in apa rece, solutiile lui apoase au pH si necesitd neutralizare suplimentard cu baze la introducerea
in componenta mediului de cultura.

Problema pe care o solutioneazd inventia propusd constd in obtinerea unui mediu nutritiv capabil sa
asigure mentinerea pH-ului optimal pentru izolarea, cultivarea si diferentierea concomitentd a Campylo-
bacter jejuni si Campylobacter coli. Mediul nutritiv propus pentru izolarea, cultivarea si diferentierea
Campylobacter jejuni si Campylobacter coli solutioneazi problema pusid prin aceea cd contine urma-
toarele ingrediente, 1n % de masa de substantd uscata:

hidrolizat pancreatic de cazeina 43,845...46,223
peptond fermentativi 10,991...11,590
extract de drojdii 7,694...8,113
clorurd de potasiu 5,496...5,795
dihidrogenofosfat de potasiu 0,232...0,440
hidrogenofosfat de sodiu 0,580...1,099
L-glutamind 3,477...7,694
metabilsulfit de sodiu 0,341...0,359
sulfat de fier 0,341...0,359
agar 21,983...23,180
rifampicind 0,013...0,014
cefazolind 0,026...0,028
nizoral 0,028...0,032
polimixind M sulfat 0,007.

Datorita includerii in componenta mediului a L-glutaminei, dihidrogenofosfatului de potasiu si hidro-
genofosfatului de sodiu s-a obtinut un mediu nutritiv nou, mai simplu in pregitire, care datoritd mentinerii
pH-ului optimal, asigurd posibilitatea izolarii, cultivarii si diferentierii concomitente a coloniilor
Campylobacter jejuni s1 Campylobacter coli.

Hidrolizatul pancreatic de cazeind (TY 9385-002-004737-94) este obtinut prin hidroliza fermentativa
a cazeinei. El include proteine si aminoacizi, cat si vitamine din grupele B, C, E, zaharide reducitoare,
acizi nucleici, microelemente si alti factori de crestere. Compozitia biochimicd permite hidrolizatului
pancreatic de cazeind sa asigure diferentiat necesitdtile nutritive ale Campylobacter jejuni si Campylo-
bacter coli.

Peptona fermentativa este un produs obtinut in rezultatul hidrolizei fermentative cu pepsind si tripsind
a stomacurilor de bovine si/sau porcine. Stomacul se mirunteste si se lasa pentru fermentare de propriile
enzime timp de 18 ore. Produsul obtinut contine un amestec din albumoze, polipeptide si aminoacizi,
ultimii constituind o sursa 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.

L-glutamina (CsH;oN,O3) este un aminoacid, derivat al acidului L-glutamic, in care grupa CO este
substituitd prin grupa aminici NH,. Datoritd acestei compozitii proprietitile fizico-chimice ale L-
glutaminei esential se deosebesc de cele ale acidului L-glutamic, L-glutamina este usor solubild in apa
rece, solutiile apoase ale L-glutaminei au pH-ul 5, 6. L-glutamina este inclusid in componenta mediului
dat ca factor care asigurd necesititile nutritive pentru campilobacterii.

Dihidrogenofosfatul de potasiu (KH,POj,) si hidrogenofosfatul de sodiu (Na,HPO,) sunt inclusi in
componenta mediului ca substante cu capacititi bufer, capabile de a intra In reactie atit cu acizii, cat si cu
bazele, neutralizandu-le si astfel mentinand pH-ul mediului constant. Anume complexul constituit din L-
glutamind, dihidrogenofosfatul de potasiu si hidrogenofosfatul de sodiu asigurd pH-ul constant (7,2...7,4)
al mediului de culturd propus, factor important pentru cultivarea campilobacteriilor.

Pentru favorizarea asimildrii nutrientilor in componenta mediului sunt inclusi ioni de K*. Conducti-
bilitatea ionilor de K* prin peretele celular si membrana citoplasmatici ale Campylobacter depiseste
conductibilitatea ionilor de Na* si favorizeazi transportul substantelor in celula microbiani. Concomitent
ionii de K* sunt co-factorii fermentilor, care participi in sinteza proteinelor. in calitate de sursd de ioni de
K" in componenta mediului este inclusi clorura de potasiu in stare chimic purd, produsi de Chimreactiv
Donetk (STAS 4234-74). Metabisulfitul de sodiu (Na,S,0s) si sulfatul de fier (FeSO, - 7H,O) sunt inclusi
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in componenta mediului ca reagenti care micsoreaza potentialul oxidoreducdtor si sporesc aerotoleranta
campilobacteriilor.

Antibioticele (rifampicina, cefazolina, nizoralul, polimixina M sulfat) sunt incluse in componenta
mediului pentru inhibarea cresterii microflorei asociative din prelevate, prezentatd prin microorganisme
grampozitive, gramnegative si fungi.

Componenta indicatd a mediului nutritiv asigura cresterea diferentiatd a tulpinilor de Campylobacter
Jejuni si Campylobacter coli, facand posibila diferentierea lor in baza aspectului si morfologiei coloniilor.

in limitele indicate ale ingredientelor a fost obtinut un mediu nutritiv cu caracterele si proprietitile
descrise (vezi tabelul, exemplele 1-3). Astfel mediul nutritiv cu compozitia indicatd poate fi folosit pentru
izolarea, cultivarea si diferentierea coloniilor de Campylobacter jejuni si Campylobacter coli.

Exemplul 1

Pentru prepararea mediului nutritiv pentru izolarea, cultivarea si diferentierea microorganismelor din
genul Campylobacter jejuni si Campylobacter coli intr-un flacon steril se introduc 100,00 ml de apa
distilatd i se adaugd consecutiv (in mg):

hidrolizat pancreatic de cazeind 3989,00
peptona fermentativa 1000,00
extract de drojdii 700,00
clorura de potasiu 500,00
dihidrogenofosfat de potasiu 20,00
hidrogenofosfat de sodiu 50,00
metabisulfit de sodiu 31,00
sulfat de fier 31,00
agar 2000,00.

Amestecul se incdlzeste, se fierbe 3...5 min, apoi se verifica si se ajusteazd pH-ul la 7,2...7,4. Mediul
obtinut se sterilizeazd timp de 20 min la presiunea de 1 atm. Dupa sterilizare in mediu se adaugd 300 mg
de L-glutamina. Preventiv L-glutamina se dizolva in 1...2 ml de apa distilata sterilizatd si se fierbe timp
de 15 min. Dupd racirea mediului pand la 50°C in el se adaugd suplimentul selectiv de antibiotice, care
include cefazolind 2,40 mg, nizoral 2,80 mg, polimixind M sulfat 0,60 mg, dizolvate in 1...2 ml de apd
distilata sterilizata, si rifampicind 1,2 mg, dizolvata preventiv in 1...2 picaturi de alcool.

Mediul gata se toarnd imediat in cutii Petri a cite 15...20 ml.

Pentru aprecierea cresterii Campylobacter pe mediul propus se face insdmantarea acestora cu ansa
bacteriologicd cu diametrul de 2 mm prin metoda sectoarelor Gould. Anterior se prepard suspensii de
Campylobacter jejuni si Campylobacter coli in solutie izotonici la concentratia de 500 mln/1 ml (dupa
standardul de turbiditate 5 U).

Mediul nutritiv pentru izolarea, cultivarea si diferentierea Campylobacter jejuni si Campylobacter
coli contine hidrolizat pancreatic de cazeind, peptona fermentativa, extract de drojdii, clorurd de potasiu,
dihidrogenofosfat de potasiu, hidrogenofosfat de sodiu, L-glutamind, metabisulfit de sodiu, sulfat de fier,
agar, rifampicind, cefazolind, nizoral, polimixind M sulfat, ingredientele fiind luate in urmétorul raport, in
% de masa de substantd uscata:

hidrolizat pancreatic de cazeind 46,233
peptond fermentativa 11,590
extract de drojdii 8,113
clorura de potasiu 5,795
dihidrigenofosfat de potasiu 0,232
hidrogenofosfat de sodiu 0,580
L-glutamind 3,477
metabisulfit de sodiu 0,359
sulfat de fier 0,359
agar 23,180
rifampicind 0,014
cefazolind 0,028
nizoral 0,028

polimixind M sulfat 0,007.
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Toate variantele indicate de preparare a mediului (exemplele 2, 3, vezi tabelul) se efectueaza analogic
experimentului descris.

Exemplul 2

Pentru prepararea mediului nutritiv pentru izolarea, cultivarea si diferentierea microorganismelor din
genul Campylobacter jejuni si Campylobacter coli intr-un flacon steril se introduc 100,00 ml de apa
distilatd i se adaugd consecutiv (in mg):

hidrolizat pancreatic de cazeind 3989,00
peptona fermentativa 1000,00
extract de drojdii 700,00
clorura de potasiu 500,00
dihidrogenofosfat de potasiu 30,00
hidrogenofosfat de sodiu 75,00
metabisulfit de sodiu 31,00
sulfat de fier 31,00
agar 2000,00.

Amestecul se incélzeste si se fierbe 3...5 min, apoi se verifica si se ajusteazd pH-ul la 7,2...7,4.
Mediul obtinut se sterilizeaza timp de 20 min la presiunea de 1 atm. Dupa sterilizare in mediu se adauga
500 mg L-glutamina. Preventiv L-glutamina se dizolva in 1...2 ml de apa distilata sterilizata si se fierbe
timp de 15 min. Dupd rdcirea mediului pand la 50°C se adaugi suplimentul selectiv de antibiotice, care
include cefazolind 2,40 mg, nizoral 2,80, polimixind M sulfat 0,60 mg, dizolvate in 1...2 ml de apa
distilatd sterilizata, si rifampicind 1,2 mg, dizolvata preventiv in 1...2 picaturi de alcool.

Mediul gata se toarnd imediat in cutii Petri a cite 15...20 ml.

Pentru aprecierea cresterii Campylobacter pe mediul propus se face insdmantarea acestora cu ansa
bacteriologicd cu diametrul de 2 mm prin metoda sectoarelor Gould. Anterior se prepard suspensii de
Campylobacter jejuni si Campylobacter coli in solutie izotonici la concentratia de 500 mln/1 ml (dupa
standardul de turbiditate 5 U).

Mediul nutritiv pentru izolarea, cultivarea si diferentierea Campylobacter jejuni si Campylobacter
coli include hidrolizat pancreatic de cazeind, peptond fermentativa, extract de drojdii, clorura de potasiu,
dihidrogenofosfat de potasiu, hidrogenofosfat de sodiu, L-glutamind, metabisulfit de sodiu, sulfat de fier,
agar, rifampicind, cefazolind, nizoral, polimixind M sulfat, ingredientele fiind luate in urmatorul raport, in
% de masd de substantd uscata:

hidrolizat pancreatic de cazeind 45,007
peptona fermentativa 11,283
extract de drojdii 7,898
clorura de potasiu 5,641
dihidrogenofosfat de potasiu 0,338
hidrogenofosfat de sodiu 0,846
L-glutamina 5,641
metabisulfit de sodiu 0,350
sulfat de fier 0,350
agar 22,566
rifampicind 0,014
cefazolind 0,027
nizoral 0,032
polimixind M sulfat 0,007.
Exemplul 3

Pentru prepararea mediului nutritiv pentru izolarea, cultivarea si diferentierea microorganismelor din
genul Campylobacter jejuni si Campylobacter coli intr-un flacon steril se introduc 100,00 ml de apd
distilatd i se adaugd consecutiv (in mg):

hidrolizat pancreatic de cazeind 3989,00
peptona fermentativa 1000,00
extract de drojdii 700,00
clorura de potasiu 500,00
dihidrogenofosfat de potasiu 40,00
hidrogenofosfat de sodiu 100,00
metabisulfit de sodiu 31,00
sulfat de fier 31,00

agar 2000,00.
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Amestecul se incdlzeste si se fierbe 3...5 min, apoi se verificd si se ajusteaza pH-ul la 7,2...7,4.
Mediul obtinut se sterilizeazd timp de 20 min la presiunea de 1 atm. Dupd sterilizare in mediu se adaugi
700 mg L-glutamind. Preventiv L-glutamina se dizolva in 1...2 ml de apa distilata sterilizatd si se fierbe
timp de 15 min. Dupd ricirea mediului pand la 50°C se adaugd suplimentul selectiv de antibiotice, care
include cefazolind 2,40 mg, nizoral 2,80 mg, polimixind M sulfat 0,60 mg, dizolvate in 1...2 ml de apa
distilatd sterilizata, si rifampicind 1,2 mg, dizolvata preventiv in 1...2 picaturi de alcool.

Mediul gata se toarnd imediat in cutii Petru a cate 15...20 ml.

Pentru aprecierea cresterii Campylobacter pe mediul propus se face insdmantarea acestora cu ansa
bacteriologicd cu diametrul de 2 mm prin metoda sectoarelor Gould. Anterior se prepard suspensii de
Campylobacter jejuni si Campylobacter coli in solutie izotonicd la concentratia de 500 ml/1 ml (dupa
standardul de turbiditate 5 U).

Mediul nutritiv pentru izolarea, cultivarea si diferentierea Campylobacter jejuni si Campylobacter
coli include hidrolizat pancreatic de cazeind, peptond fermentativa, extract de drojdii, clorurd de potasiu,
dihidrogenofosfat de potasiu, hidrogenofosfat de sodiu, L-glutamind, metabisulfit de sodiu, sulfat de fier,
agar, rifampicind, cefazolind, nizoral, polimixind M sulfat, ingredientele sunt luate in urmétorul raport, in
% de masd de substantd uscata:

hidrolizat pancreatic de cazeind 43,845
peptona fermentativa 10,991
extract de drojdii 7,694
clorurd de potasiu 5,496
dihidrogenofosfat de potasiu 0,440
hidrogenofosfat de sodiu 1,099
L-glutamind 7,694
metabisulfit de sodiu 0,341
sulfat de fier 0,341
agar 21,983
rifampicind 0,013
cefazolind 0,026
nizoral 0,031

polimixind M sulfat 0,007.
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(57) Revendicare:

Mediu nutritiv pentru cultivarea Campylobacter jejuni si Campylobacter coli, care contine
hidrolizat pancreatic de cazeind, peptond fermentativa, extract de drojdii, clorurd de potasiu, dihidro-
genofosfat de potasiu, hidrogenofosfat de sodiu, L-glutamind, metabisulfit de sodiu, sulfat de fier,
agar, rifampicind, cefazolind, nizoral §i polimixind M sulfat, avand urmétorul raport al ingredientelor
in % de masa de substantd uscata:

hidrolizat pancreatic de cazeina 43,845...46,223
peptona fermentativa 10,991...11,590
extract de drojdii 7,694...8,113
clorurd de potasiu 5,496...5,795
dihidrogenofosfat de potasiu 0,232...0,440
hidrogenofosfat de sodiu 0,580...1,099
L-glutamind 3,477..7,694
metabisulfit de sodiu 0,341...0,359
sulfat de fier 0,341...0,359
agar 21,983...23,180
rifampicina 0,013..0,014
cefazolind 0,026...0,028
nizoral 0,028...0,032
polimixind M sulfat 0,007.
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