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(54) Agarovo-v-joént péda pre kultivéciu mykobaktérii

Vyndlez sa tyka sgerovo-vajenej pody pre
kultivdciu mykobaktérif.

Agarovo vageént pbda podTa vyndlezu po-
zostava £ 0,25 % hmotnostnych masového vy-
tafku, 0,43 % hmotnostnych peptonu, 1,28 %
hmotnostnych agaru, 0,33 % hwotnostngch
chloridu sodného, é\,s" % hmotnostnych gly-
cerolu, 81,73 % destilov%ne;j vody, 13,08 %
hmotnostnfeh vajedného %(itka, 0,33 % hmot-

-'nostAych 2 %-nej malachitove] zeiene, -

Agarovo-vajednd pbda podYa vyndlezu Je
rovnocennd 8 inymi‘vajednymi p6dami pouZf- -
vanymi pre kultivdciu mykobaktérif a navy3e
nevyfaduje chemikdlie z dovozu. Jej vyhodou
viek Jje, Ze pri primokultivdcii je menej
citlivd ku neSpecifickej mikroflore, &im sa
svySuje diagnostickd spolahlivost.

233440



233440 2
Vyndlez sa tyka agerovo-vajefnej pbdy pre kultivéciu mykobaktérif.

Kultiva#né postupy v mykobakteriolégii, vrédtane vyberu a pripravy kultiva&nych p8d

sy v porovnani s inymi metodikami pou{venymi’ v bakteriologii velmi nérolné. Z viacerych
dnes znédmych fivnych p8d pre mykobaktérie si najvhodnejiie pevné vajelné a tekuté pddy
s obsahom natfvnej bielkoviny (Zula, 1970). Z nich sa nejviac uplatiuje Lowenstein-Jense-
nove pdda. Viber kultiva¥nych médif zévis{ od metodfk poufi{vanych v tom-ktorom laboratoriu.
Laboratérne vySetrovacie metodiky vo veterindrnej medicine (1974) urdujud pre kultivdeiu
mykobektérif pédu Petragnaniho, Stonebrinkovu a Sulovu. Standerdné metddy RVHP pre labora-
tornu diagnostiku tuberkulozy (1980) navrhujd pre kultivdciu mykobaktérii Lowenstein-Jen-
senovu pbdu. laboratdrne metodiky vo veterindrnej mykobakteriologii pou¥fvané v USA (1975)
urdujé pre kultivéciu tyri druhy pbd: Lowenstein-Jensenove, Heroldova, Middlebrookova
7 H 10, Stonebrinkove. o .

~ Snshy o, zjednouu¥enie a skvalltnenie kultivaénych médi{ pokraduju. V nadich podmien-
kach ide prodov!etkym o hladanie moZnosti néhrady drahych chemikdli{ z dovozu. Napr{klad
vyznemom ssparaginu+e Jeho ndhredou v Lowenstein-Jensenove] pbde se zaobersal Slosarek
a kol, (1981).

V mykobakteriologickej praxi najma pri izoldcii mykobektérif z konteminoveného materid-
lu sa vermi Zasto vyskytuji pripady, %e primokultivécia je nedspenéd kv8li nespecificke]
mikroflére, ktord konteminuje pouZité kultive¥né média. V takychto pripedoch sa pouzivajd
silnej3ie dekontaminp¥né prostriedky pre devitalizdciu nedpecifickej mikrofldry, ¥im sa
viak usmrtf 70 a% 80 % mykobaktérif a teda.dlagnostickd spoYehlivost je nizka. Ne druhe]
strane je mozné pou%it pbdy menej citlivé k ne¥pecificke] mikrofldre, ale umoZnujuce dobry
rast mykobaktériém. Uvedené vlastnostl majui 3pecidlne agarove p8dy, ktoré su viak ndro¥né
na pripravu a obsahujd mnoZstvo chemikdlif z dovozu.

Uvedend nedostatky moZno v podstatnej miere odstrénit sgarovo-vaje¥nou pédou podTa
vyndlezu, ktorej podstata spo¥fva v tom, Ze pozostdva z 0,25 % hm. masového vytaZku,
0,43 % hm. peptonu, 1,28 % hm. ageru, 0,33 % hm. chloridu sodného, 2,57 % hm. glycerolu,
81,73 % hm. destilovenej vody, 13,08 % hm. vaje¥ného ${tka, 0,33 % hm. 2%-nej malachitovej
zelene.

Agarovo-vaje¥nd p8da podTa vyndlezu je nepriehl'adni, syto zelenej farby s dokoneale
hledkym & lesklym povrchom, &o umoZnuje vyrobni kontrolu jak pri inkubdcii, tek pri od¥fi-
tanf rastu mykobaktérif. P8du treba uskladnovat v chlade a tme pri +4 S¢. Pri sprévnem
postupe pripravy a skladovani vydrii najmenej 6 ty2dnov bez zjavného ovplyvnenia JeJ kva-
lity.

Agarovo-vajedné p8da podla vyndlezu Je rovnocennd s inymi vajednymi p6dami pouZivanymi
pre kultivédciu mykobaktérif. Jej vjhodou vdak Je, fe pri primokultivécii je meneJ citlivéd
'ku neSpecificky mikroflére, najmé pri izoldcii mykobaktérii zo vzoriek vonkajieho prostre-
dia, ¥im sa zvySuje diegnostickd spolahlivost.

Prikled 1
Priprava agarovo-vaje¥nej pody

24 g %ivného agaru & 1 (SEVAC - t. J. 3,13 & masového vytaiku, 5,22 g peptonu
e 15,65 g agaru) sa po polhodinovom nabobtnanf{ v destilovanej vode do celkového objemu
11 000 ml dokonale rozvari so 4 g chloridu sodného a 28 ml glycerolu. Po ochladen{ na 60 %
2 28 up ravi pH na 7,5 a autoklavuje sa 25 mimit pri 121 °C. Po ochladen{ na 52 %G ga pridé
8 kusov vajeinych ¥itkov a 4 ml 2%-nej malachitovej zelene. Po dbkladnom zhomogenizovenf
sa pbda rozlieva do bakteriologickych skimaviek v 3ikmej polohe. P8da stuhne po. 10 mindtach.
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Predmet vyndlezu bol overeny a ¥tatisticky zhodnoteny v pokusnych podmienkach.

I. Porowvnenie navrhovanej agarovo-vajeénej pddy s najviac pouZivenymi pevnymi pOdami
pre mykobaktérie a 3tatistické hodnotenie vysledkov.

Pre testovanie pddy boli pouZité referen¥né mykobakteridlne kmene zo zbierky IHE
v Prahe.

1. M. scrofulaceum

2. M. avium serotyp 2

3. M, intracellulare serotyp 4
4, M. intracellulare serotyp 8
5. M. fortuitum

6. M. phlei

Porovndvanéd kultiva&né média:

1. Navrhovend agarovo-vajefnd pdda
2. Stonebrinkove p8da

3. Lowenstein-Jensenova pbda

4. Ogawova pbda

5. Heroldove p8da

Pri kultivécii bol sledovany den, kedy bolo moZné prvy raz saznemenet rast kmena a
a mnostvo narastenej mesy kmena na 30. den. Vysledky boli Ztatisticky spracované Studen-
tovym T-testom, na hladine vyznemnosti = 0,05 (tabulka &. 1).

Tabulka 1

Porovnédvané pddy t hodnota ) S 0,05
't : Liwenstein-Jensenova 0,175 .

M : Stonebrinkova 0,049 "1,960
't Ogawove 0,321

M : Heroldova 0,22

MH* = navrhovens agarovo-vaje¥nd pbda

7 porovnania hodn8t je zrejmé, Ze medzi testovanymi médiemi nie Jje ¥tatisticky Vyznam-
nf rozdiel a teda agarovo-vajelnd p8da podTa vyndlezu Je pre kultivéciu vybranych mykobakw
teridlnych’ kmenov rovnako vhodnd ako porovnlvnné pbdy.

II. PredbeZné vysledky praktického pouiitia agarovo-vajelnej p8dy podia vynélezu.

Agarovo-vajednd p6da (MH) bola pouZitéd pre primokultivéeciu mykaﬁaktérii zo vzoriek
vonkajsieho prostredia pri paralelnom hodnoteni s Heroldovou (H) a Lowenstein-Jensenovou
(LJ) pbdou. : E '

. Celkom bolo izolovanych 35 mykobakteridlnych izolétov II., III. a IV, skupiny Runyonor
vej klasifikdcie z 11 vySetrenych vzoriek vody a p8dy z moaristej lokality eko aj tekutého,
hnoja o3{panfch, makkyZov a podobne. Hodnotenie p8d bolo zaloZené na sledovani absolitneho

~ po¥tu .izoldtov, podtu pozitfvnych kultivédeil, po¥tu kontsminovanych pdd nedpecifickou mikro-

flérou, po¥tu péd bez nérastu mykobektérif (tabulke ¥. 2). Vztah po¥tu kontamindeif a po¥tu
pdd bez ndrastu mykobaktérif{ bol hodnoteny "Chi-kvadrat" testom (tabuTka &. 3).
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Tabulka 2 '

SN

P6da polet zalofe- poEet pofet pozit{iv- poZet pbdd ' polet .

nych kultivécif kontaminécii " nych kultivécif bez ndrastu igoldtov
. : : mykobaktérif
LJ 33 12 36,4 % 3 9,09% 21 . 63,6% 3
MH 33 2 6,06 % 16 48,5 % 16 48,5 % . 20
H

33 ) 3 0,09 % 12 36,4 % 19 . 57,6 % 12

Tabulka 3 _

_ Porovnédvané pbdy x2
LJ : MH 15,9
H : MH ‘ 0,512

Kritickd hodnota X2 pre 0,05 = 3,8

Z hodnotenia vyplfva, Ze agarovo-vaje&né pddy Heroldova a MH su vhodned!ie pre izold-~
ciu atypickfch mykobaktérif z vonkajsieho prostredia, ako Lovenatcin—Jonsonova pbda, ktord
Je viac citlivd ku kontamindeii.

Baltou vyhodou Je, Ze zloXenie agarovo-vajelnej pbdy nevyZaduje cheiikélio % dovoszu,
prifom ingredience - agar, peptom a masovy vitaZok - si u nés u¥ komerZne vyrdbané v polo-
produkte, t. zv. Zivny ager'é. 1 n. p. Imuna Sari¥ské Michalany. V§hodou Je tief jej nend-
ro¥nost pri priprave, ktord nevyZladuje Zpecidlne zré!acie apnratﬂry, ako napr. Arnoldov
zréfaci pristroj.

PREDMET VYNALEZU

Agarovo-vyjednd p8da pre kultivdciu mykobaktérif vyznadujica sa tym, %e pozostdva
z 0,25 % hmotnostnych masového vytaZku, 0,43 % hmotnostnych peptonu, 1,28 % hmotnostngch
agaru, 0,33 % hmotnostnych chloridu sodného, 2,57 % hmotnostnych glycerolu, 81,73 % hmot-
nostnych destilovanej vody, 13,08 % hmotnostnych vajedného %itke s 0,33 % hmotnostnych
2 %-nej malachitovej zelene.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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