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Prezenta inventie se refera la noi
medii pentru culturi de microorganisme,
utilizate 1 cercetare la obtinerea
serurilor de diagnostic sau pentru
prepararea de vaccinuri.

Se cunosc mai multe medii de
culturda a germenilor bacterieni (grupul
Brucella, Leptospira, Mycobacterium etc)
Tn a caror compozitie se includ n
proportii variate fie extractul de carne, fie
serurile normale (de cal, iepure sau bou),
fie L-amino-acizi.

Dezavantajele  acestor medii
constau in aceea ca germenii obtinuti pot
prezenta forme "R" aglutinabile si nu se
pot utiliza la prepararea antigenilor.
Utilizarea  serurilor normale are
dezavantajul existentei unui anumit grad
de  citotoxicitate, depinzénd de
provenienta lor. Toate componentele
amintite sunt greu accesibile si
costisitoare.

Problema pe care o rezolva
inventia este inlocuirea partiald a
extractului de carne, a serurilor normale
de diferite proveniente si a L-amino
acizilor din componenta diferitelor medii
folosite la cultivarea diverselor grupe de
germeni si obtinerea in conditii eficiente
a unor culturi de microorganisme.

Medile de culturd, conform
inventiei, Tnlaturd dezavantajele de mai
sus, prin aceea ca cuprind : o sursa de
azot constituitd din extract de carne pana
la SO % si preparat colagenic pana la
100 % sau ser normal 1 ... 2 % si
preparat colagenic 10 ... 20 %, restul
componentelor fiind cele uzuale.

Avantajele mediilor, realizate con-
form inventiei, constau in aceea ca :

- se obtin simplu, In conditii de
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eficientd prin reducerea partiald a
cantitdtilor unor componente, ca :
extractul de carne, serul normal, L-
asparagina;

- permite diminuarea riscurilor de
citotoxicitate ;

- conduce la obtinerea de cantitati
crescute de antigeni cu potentiale
biologice necesare.

Se dau in continuare mai multe
exemple de cultivare a unor germeni
bacterieni, in medii de cultura, conform
inventiei.

Exemplul 1. Cultivarea
germenului Brucella abortus 99, necesar
la prepararea antigenului brucelic RAL-
RFC, se face pe placi Roux in mod curent
folosind mediile :

Agar 25 % 25 %
Extract manzat 1001 80|

Infuzie cartof - sau 90|

Peptona(0Oxoid) 10% 10%
NaCl 5% 5%
Glucoza 10% 10%
Glicerina 20% 20%

Rezultatele extractului de carne cu
preparatul colagenic lucrdndu-se cu
5600 placi sunt prezentate in tabelul 1.
Cele mai bune rezultate s-au obtinut prin
folosirea In péarti egale a celor doud
componente (grupa C). Este posibild si o
inlocuire in totalitate a extractului de
carne, insa cantitatea de antigen se
reduce cu 50 % fatd de grupa martor
(grupa A). Rezultate bune in comparatie
cu martorul s-a obtinut si Tn cazul
Tnlocuirii a 65 ... 100 % din extract
atunci cand n formula mediului a fost
introdusa infuzia de cartofi (grupa B).

Tabelul 1
Influenta inlocuirii extractului de manzat la cultivarea germenului Brucella.
Grupa de | Compouziti Cantitatea totald de antigen Cantitatea de antigen
placi a mediului | Nr.placi Doze Litri la 100 pléci
Doze Litri
A Mediul 1' 400 46.600 10 11.800 2.5
B Mediul 2' 800 165.600 36 20.700 4.5
B Mediul 3' 400 78.200 17 19.550 4,25
B Mediul 4' 800 161.000 35 20.125 4,375
C Mediul &' 800 230.000 50 28.750 6.25
D(martor) | Mediul 6' | 2.400 556.600 121 23.291 5,041
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Mediul 1": Preparat colagenic 100 I.
Mediul 2" Preparat colagenic 70 |,
infuzie cartofi 30 |, peptona.
Mediul 3 Preparat colagenic 45 |,
infuzie cartofi 30 I, extract manzat 25 |,
peptona.
Mediul 4': Preparat colagenic 35 |,
infuzie cartofi 30 |, extract manzat 35 |,
peptona.
Mediul 5" Preparat colagenic 50 |,
extract manzat 50 |, peptona.
Mediul 6" Extract méanzat 100 |,
peptona.

In locul peptonei (Oxoid) se mai
poate folosi triptoza fosfat broth(TPB-
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Difco) in proportie de 1,5 %, cantittile
celorlalte ingrediente radmanand
neschimbate fatd de formula de bazi a
mediului. Rezultatele obtinute pe 6.535
de placi cu mediu gelozat, glucozat,
glicerinat prezentate 1n tabelul 2
demonstreaza posibilitatea inlocuirii totale
(grupa E) sau partiale (grupa F) a
extractului de carne cu preparatul pe
bazd de colagen. Compararea este
facuta prin raportarea la cantitatea totala
sau la numéarul de doze de antigen fat
de grupa de placi martor (grupa G).

Tabelul 2

Influenta inlocuirii beef extractului la cultivarea germenului Brucella abortus 99 asupra
cantitatii de antigen brucelic RAL-RFC.

Grupa de Compozitia Cantitatea totald de Cantitatea de antigen
placi mediului Nr.placi antigen la 100 placi
Doze Litri Doze Litri

E Mediul 1" 2.195 425.500 92,5 18.385 4,214

F Mediul 2" 2.340 388.700 84,5 16.610 3,611

G(martor) Mediul 3" 1.200 280.600 69 - 24.450 5,750

G(martor) Mediul 4" 400 78.000 17 19.500 4,250

G[martor) Mediul 5" 400 64.400 14 16.100 3,500

Mediul 1" : Preparat colagenic 100 I, 30 Germenii obtinuti prin cultivarea in

TPB, glucoza, glicerina, NaCl.

Mediul 2" : Preparat colagenic 50 |, beef
extract 5 % -50 |, TPB, glicerina, NaCl.
Mediul 3" : Beef extract 5 % - 100 |, TPB
15 %, glucoza, glicerina, NaCl.

Mediul 4" : Extract manzat 50 |, Infuzie
cartofi 50 I, TPB 15 %, glucoza,
glicerina, NaCl.

Mediul 5" : Beef extract 5 % - 50 |,
infuzie cartofi 50 I, TPB 15 %, glucoza,
glicerina, NaCl.

Germenii obtinuti prin cultivarea in
agar cu extract de carne, peptonat,
glucozat, glicerinat au prezentat forme R
(rofizate) care au aglutinat la proba cu
tripaflavina si care nu pot fi utilizate la
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prepararea antigenelor brucelice de °

diagnostic pentru reactia de aglutinare
lents sau pentru tesutul inelar cu lapte de
vaca.

50

mediu care a continut preparatul pe baza
de colagen au prezentat forme S
neaglutinabile, ceea ce a permis in final
obtinerea a 17.000 doze de antigen care
au corespuns normelor de control.
Preparatul colagenic se prepar#
astfel : se dizolvd colagen pulbere cu
greutatea moleculard 3 000 ... 15 000,
n apa bidistilata, in raport in greutate de
S : 87, la cald, sub agitare continus, se
precipitd colagenul din solutia obtinuts
prin addugarea de NaCl p.a. in raport in
greutate fatd de cantitatea initiald de
colagen de 2,09 : 5, se indeparteazs
partea lichida prin sifonare, se aduce din
nou in solutie precipitatul, prin addugarea
unei cantititi de apa bidistilatd egald cu
cea initiald si agitare energicd, se
corecteaza pH-ul solutiei rezultate la
valoarea 6,8 ... 7 si se filreazs, peste
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solutia filtratd se adaugs o solutie de
NaCl si KCl dizolvate 1n ap3 bidistilats, se
raceste la temperatura de 20°C, se
ajusteaza din nou pH-ul la valoarea 6.8 ...
7 cu solute 1 N de HCI si se
conditioneaza fie sub forma de solutie in
sticle brune sterilizate, care se
autoclaveaza la temperatura de 120°C,
timp de 30 minute, fie sub form3 de
pulbere, obtinutd prin atomizare, in pungi
de plastic nchise etans si sterilizate cu
radiatii gamma Co®°,

Exemplul 2. Cultivarea germenilor
din grupul Leptospira pentru obtinerea
vaccinului - antileptospiric se face pe
mediul Korthof, care are urmatoarea
formula clasic :

Peptona Witte

NaCl

NaHCO,

KCl

KH,PQ,

Na,HPQ,

Apa distilata 2000 |

Ser de iepure 9%

S-a efectuat cultivarea germenilor
Leptospira pomona si hios Tn medii in
care serul normal de iepure a fost de 1

2 %, iar preparatul pe bazi de
colagen 10 % si, respectiv, 20 %.
Culturile facute in baloane Erlenmayer si
in baloane de 15 | au permis realizarea
unui numar de 4 pasaje de cultivare,
Care au condus la o dezvoltare
corespunzétoare a germenilor, cu toate
ca continutul de ser normal al mediului a
fost diminuat.

Exemplul 3. Cultivarea germe-
nilor din grupul Mycobacterium tubercu-

1.6g
2.8¢
0,04 g
0,08¢g
0,36¢g
1,92 g

Presedintele comisiei de examinare:
Examinator:  biochim. Cretu Adina

5

10

15

20

25

30

35

farm

B

losis se face in general in medii care
contin L-asparagina in proportie de 1 ...
2 g %. In locul L-asparaginei, mediul pe
care l-am folosit a continut glutamat de
sodiu si preparatul pe bazi de colagen,
restul compozitiei mediului Tn s&rurile
minerale, glucoza si microelementele a
ramas neschimbat. Rezultatele au aritat
0 dezvoltare superioara a germenilor in
mediul  realizat conform inventiei,
urmarindu-se atat dezvoltarea
microbacteriilor, cat si productia de
tuberculo-proteinei specifice, care este
principiul activ din produsul de diagnostic.

In mod asem&nator ca n
exemplele 1, 2 si 3 se pot cultiva Si
Pasteurella, Salmonella, Mycoplasma
gallisepticum, Brucella ovis in medii de
culturd clasice, in care se inlocuieste
partial extractul de carne sau serurile
normale, in vederea obtinerii de vaccinuri
si/sau seruri diagnoza.

Revendicare

Mediii pentru culturi de
microorganisme, caracterizate prin
aceea cd, in scopul obtinerii in conditii de
eficientd, a unor culturi de germeni
bacterieni utilizati in cercetare si la
prepararea de vacinuri si seruri de
diagnozd, cuprind o sursd de azot
constituita din extract de carne pans la
50 % si preparat colagenic pana la 100
% sau ser normal 1 ... 2 % si preparat
colagenic 10 ... 20 %, restul compo-
nentelor fiind cele uzuale.

. Pentelescu Elena

Grupa 14 -

Pret lei / 550

Editare gi tehnoredactare computerizats - 0SIM
Tipérit la: "Societatea Autonoma de Informatica SAI" SRL



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

