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Inventia se refera la medicind, si anume la microbiologia clinicad si poate fi utilizatd pentru diagnosticarea
microorganismelor de genul Mycobacterium.

Este cunoscuta o baza pentru prepararea unui mediu standard liofilizat Lowenstein-Jensen.

Mediul se prepard in urma aplicarii unui procedeu de uscare liofilizatd a unui mediu nutritiv, care contine: L-
asparagind, caliu dihidrofosfat, sulfat de magneziu, citrat de magneziu, faina de cartofi, verde de malahit, apa
distilata si suspensie de ou [1].

Dezavantajul mediului cunoscut constd in proprietatile functionale limitate (examenul prin culturd si testarea
indelungat in comparatie cu mediile nutritive.

Mai este cunoscut un procedeu de preparare a unui mediu nutritiv de crestere a microbacteriilor, care contine: fosfat
monopotasic 15,0 g, sulfat de magneziu 0,5 g, citrat de sodiu 1,0 g, citrat de fier amoniacal 0,05 g, glicerol 20,0 g,
apa distilata pana la 1000,0 mL. Solutia se agitd pana la dizolvarea definitivd a componentelor. Se sterilizeaza in
autoclav la regim de 0,5 atm, timp de 20 min.

emulsia de ou se prepard in mod aseptic. Dupa racire, la o parte de solutie se adaugd doua parti de emulsie de ou si
se agitd minutios. La un litru de mediu se adaugad 20,0 mL sol. de 5% hidroxid de sodiu si 15,0 mL sol. de 2% verde
de malahit. Mediul se repartizeaza cite 5,0 mL in eprubete sterile si se coaguleaza la 85°C timp de 45 min. [2].
medicamentoase).

Este de asemenea cunoscut un mediu lichid de culturd pentru cresterea microbacteriilor, care se prepara din: citrat de
fier amoniacal, sulfat de magneziu, citrat de sodiu, acid 2-aminoglutamic, glicerol, acid adenilic si apa distilata [3].
Dezavantajul mediului constd in proprietatile functionale limitate doar la un mediu lichid pentru cresterea
microbacteriilor.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unei baze destinate diagnosticului cultural al
micobacteriilor cu proprietati multifunctionale.

Baza pentru prepararea mediilor nutritive pentru cultivarea microorganismelor de genul Mycobacterium contine:
sulfat de magneziu, citrat de sodiu, dihidrogenofosfat de potasiu, acid glutamic, hidroxid de sodiu de 20%, alaun de
fier i amoniu, glicerina si apa distilatd in urmatorul raport al componentelor, in % masa:

sulfat de magneziu 0,25...0,9
citrat de sodiu 0,25...1,5
dihidrogenofosfat de potasiu  4,5...25,0
acid glutamic 4,5...20,0
hidroxid de sodiu de 20% 1,5...3,5
alaun de fier si amoniu 0,01...0,1
glicerina 8,0...35,0
apa distilata restul.

Rezultatul inventiei constd In obtinerea unui baze care poate fi utilizatd la

medicamentoase, cresterea biomasei bacteriene, perfectionarea si unificarea investigatiilor in microbiologia
tuberculozei.

Rezultatul a fost obtinut datorita selectarii componentelor care asigurd o fiziologie si un metabolism optim pentru
celula bacteriana.

Este cunoscut un procedeu de obtinere a unei baze pentru prepararea mediului Lowenstein-Jensen, care prezinta un
amestec macinat (praf) al componentelor: L-asparagina, caliu dihidrofosfat, sulfat de magneziu, citrat de magneziu,
faina de cartofi, verde de malahit. Pentru prepararea mediului de cultura Lowenstein-Jensen se amestecd 37,2 g de
praf in 600,0 mL de apa distilata care contine 12,0 mL de glicerol, care se fierbe pana la dizolvarea definitiva a
componentelor. Se sterilizeaza in autoclav la un regim de 1 atm, la 121°C, timp de 15 min. Se preparda in mod
aseptic 1000,0 mL de emulsie de ou, care se amesteca cu 600,0 mL de baza. Se toarna in eprubete cate 5,0 mL si se
coaguleaza la 85°C, timp de 45 min. [4].

medicamentoase).

Problema pe care o rezolva inventia consta in elaborarea unui procedeu de obtinere a unei baze destinat pentru
prepararea unor medii utilizate in diagnosticul bacteriilor tipice, atipice si biologic transformate, testarea
microbiologia tuberculozei.

Procedeul de obtinere a bazei revendicate include dizolvarea in apa distilatd a sulfatului de magneziu, citratului de
sodiu si dihidrogenofosfatului de potasiu, incalzirea solutiei pana la temperatura de 90°C, dizolvarea in ea a acidului
glutamic si addugarea hidroxidului de sodiu de 20%, racirea si dizolvarea in solutia obtinutd a alaunului de fier si
amoniu si a glicerinei, cu sterilizarea ulterioara la o presiune de 0,5 atm timp de 15 min.

Rezultatul inventiei constd in aceea ca procedeul propus constituie o modalitate de dizolvare si stabilizare a
componentelor pe un termen indelungat.

Rezultatul a fost obtinut datorita includerii in componenta bazei a hidroxidului de sodiu, lipsa céruia conduce la
sedimentarea si cristalizarea componentelor.
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Ca urmare, a fost obtinut un produs cu proprietati multifunctionale, care poate fi utilizat in diagnosticul cultural a
microbacteriilor.

Aplicarea anumitor procedee descrise la capitolul Exemple de realizare a inventiei permite de a obtine din baza
solicitatd a unor culturi solide, lichide sintetice, lichide semisintetice, semilichide (speciale) care pot fi utilizate la
micobacteriilor prin metode microbiologice clasice, examenul prin cultura a Mycobacterium tuberculosis/M.
tuberculosis/biologic transformate (formule L), examenul prin cultura a formelor ultramici M. tuberculosis,
cresterea biomasei micobacteriene si realizarea altor investigatii.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Prepararea bazei

in 500 mL de apa distilata (temperatura camerei) se dizolva 3,0 g sulfat de magneziu, 13,0 g citrat de sodiu si 80,0 g
fosfat monopotasic. Solutia se incédlzeste pana la temperatura de 90°C, apoi se adauga 70,0 g acid glutaminic, 100,0
mL sol. hidroxid de sodiu de 20%. Dupa racirea solutiei pand la temperatura camerei se dizolva 0,8 g citrat de fier
amoniacal si glicirol. Se adauga apa distilata pana ce cantitatea totalda a solutiei va atinge volumul de 1000,0 mL.
Preparatul se toarna in flacoane de 250,0 mL. Se ermetizeaza cu dopuri de cauciuc si capacele de aluminiu.
Sterilizarea se efectueaza in autoclav la regim de presiune 0,5 atm timp de 15 min. compozitia se pastreaza la
temperatura camerei, la intuneric si cu evitarea inghetului. Utilizand metode simple din compozitia datd se poate
prepara tot spectrul de medii nutritive folosite in microbiologia tuberculozei. Actualmente nu se cunoaste un alt
produs cu proprietati multifunctionale.

Exemplu 2

Studiul eficacitatii mediului solid obtinut din compozitia propusd, destinat izolarii microbacteriilor din materialul
diagnostic. Pentru prepararea unui litru de mediu, In 320 mL de apa distilata sterila se adaugd 38,3 mL de
compozitie, 627 mL masa de ou integru, 15 mL solutie verde de malahit de 2% si se agita. Se toarna in eprubete
sterile si se coaguleaza la 85°C timp de 30 min.

Calitatile mediului au fost studiate prin efectuarea investigatiilor in paralel cu mediul Lowenstein-Jensen. Dupa 45
zile de incubare, din 250 probe pe mediul Léwenstein-Jensen s-au inregistrat 76 (30,4%) de tulpini M. tuberculosis,
iar pe mediul preparat din compozitia propusa — 109 (43,6%) tulpini. Diferenta e autentica (P < 0,05%). Pe mediile
experimentale cresterea microbacteriilor a fost mai rapida cu 3...5 zile.

Exemplul 3

Studiul eficacitatii mediului solid, obtinut din compozitia propusa, destinat diferentierii primare a microbacteriilor.
Mediul se prepara dupa metoda descrisi in exemplul 2. in calitate de test pentru diferentierea primara a fost utilizat
acidul paranitrobenzoic in concentratie de 500 mg/mL de mediu.

Au fost testate 47 de tulpini de microbacterii izolate din materialul diagnostic si tulpinile de laborator M.
tuberculosis H3;RV, M. fortuitum si M. phlei. Testarile au fost efectuate in paralel pe ambele medii. La a treia zi M.
Sfortuitum si M. phlei au inregistrat o crestere in prezenta acidului paranitrobenzoic si in control. O tulpina izolata din
materialul diagnostic a inregistrat o crestere la a treia zi in mediile cu acid paranitrobenzoic si a fost considerata ca
reprezentantd a grupei IV dupd clasificarea Runyon (3sikoB M.IL., Wneuna T.b. IoTeHImansHO-IATOreHHBIE
MHUKOOAKTEKpUH U JIabOpaTopHasl IMarHOCTHKa MUKoOakTepno3oB. MockBa, Meannumna, 1978, c. 21-22). Cresterea
pe mediul experimental la a 14 zi de incubare si la 18...21 zi pe mediul de control a fost inregistrata la 46 tulpini.
Lipsa cresterii in prezenta acidului paranitrobenzoic a permis ca culturile sa fie considerate tulpini de M.
tuberculosis. Tulpina de laborator M. tuberculosis H37RV a inregistrat o crestere n control la a 10 zi In mediile din
compozitia propusi si la a 14 zi in mediul de control. in mediile cu acid paranitrobenzoic cresterea nu a avut loc.
Astfel, a fost demonstrata posibilitatea utilizarii mediului obtinut din compozitia propusa la diferentierea primara a
microbacteriilor cu o coincidentd a rezultatelor de 100%.

Exemplu 4

studiul eficacitatii mediului solid, obtinut din compozitia propusa la testarea rezistentei medicamentoase a M.
tuberculosis.

Mediul se prepara dupd metoda descrisa in exemplul 2, cu exceptia ca se adauga suplimentar 10,0 mL solutie de 5%
hidroxid de sodiu si preparatele antibacteriene in concentratiile critice stabilite (6).

Investigatiile au fost efectuate paralel si in mediul Lowenstein-Jensen. Au fost testate 99 tulpini M. Tuberculosis
izolate de la bolnavi cu tuberculoza pulmonara si tulpina de laborator M. tuberculosis H3,RV, tabelul 1.

Tabelul 1

M. tuberculosis pe diferite medii

Concentratiile critice, Nr. de testiri Rezultat
pug/mL ) Identic | Diferit
Izoniazida, 1 100 100 0
Rimfampicina, 40 100 100 0
Etambutol, 2 100 97 0
Streptomicina, 5 100 98 2
Etionamida, 30 100 100 0
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Kanamicina, 30 100 100
Cicloserina, 40 100 99

— o

Tulpina de laborator M. tuberculosis H37TRV a fost sensibila pe ambele medii la toate preparatele antibacteriene
testate. Astfel au fost stabilite calittile, in ceea priveste corespunderea mediului in cazul utilizarii cu scopul

tuberculosis cu o coincidentd a rezultatelor pe mediu Lovenstein-Jensen si cel experimental la nivel de 97...100 %.
Exemplul 5

studiul eficacitatii mediului special (semilichid) obtinut din compozitia propusa la diagnosticul micobacteriilor
biologic transformate (formele L). Pentru prepararea a unui litru de mediu se dizolva 54,0 mL compozitie propusa,
20,0 mL glicerol in 400,0 apa distilata, se corecteazi reactia mediului la nivelul pH = 7,0. In 300,0 mL apa distilata
se fierbe 3 g de agar-agar, care preventiv se inmoaie timp de 12 ore in apa distilata. Toate componentele se amesteca
si volumul total al solutiei se aduce la nivelul de 800,0 mL. Se sterilizeaza in autoclava in regim de 0,5 atm timp de
20 min, dupa racire se adauga 100,0 mL de ser bovin, 100,0 solutie de zaharoza 200% si 6,0 mL solutie verde de
malahit de 2%. Se toarna in eprubete sterile, se pastreaza la 4°C si se utilizeaza timp de 30 zile.

Au fost cercetate 235 probe de material diagnostic recoltat de la bolnavii cu tuberculoza pulmonara. Rezultatele sunt
prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2
Depistarea formelor-L M. tuberculosis si frecventa florei asociative
Flora . .
Mediu Total investigatii | asociativa Iﬁ:ﬁi:t%sgl Rezultatul pozitiv
Abs. | % Abs. %
Skolnikov in
modificatia Doroskova 233 o4 | 40,0 141 25 17,7
Experimental 235 8 3,0 227 50 22,0

Analiza datelor demonstreazd ca mediul obtinut din compozitia propusd in diagnosticul formelor-L a M.
tuberculosis este mai eficient decat cel traditional. A scazut considerabil numérul cazurilor de dezvoltare a florei
asociative (de la 40,0% la 3,4%), iar numarul cazurilor de depistare a formelor-L a micobacteriilor a crescut cu
4,3%.

in cazul utilizarii mediului revendicat, spre deosebire de cel traditional (mediul Skolnikov in modificatia Doroskova,
(dopoxkoBa W.P. Bseigenenme L-popm MukoOakTepuii TyOepkyine3a H3 MAaTOJOTHMYSCKOrO MaTepHhaa.
Meroauueckre pekomenaanni, MockBa, 1984) nu este necesara o strictd dozare a cantitatii mediului de antibiotice,
din care cauza dispare necesitatea utilizarii unui mediu de control, pentru excluderea fenomenului de L-transformare
a acestora. In consecinte scade cu 1/3 cantitatea de mediu folosit si se simplifici tehnica de testare.

Exemplul 6

Studiul proprietatilor mediului lichid, obtinut din compozitia propusa, pentru cresterea micobacteriilor.

La prepararea unui litru de mediu se dizolva 54,0 mL de compozitie propusa si 20,0 mL de glicerol in 926,0 mL de
apa distilata. Se stabileste reactia mediului la nivelul pH = 7,0. Sterilizarea se efectueaza in autoclava la regim de 0,5
atm, timp de 20 min. Aprecierea proprietdtilor culturale s-a efectuat in baza cantitdtii de masd micobacteriand
uscatd, care s-a acumulat pe perioada de incubatie in volumul mediului. In calitate de control au fost utilizate
mediile lichide Sauton si Skolnikov (Bacunbes B.H. Muko6akrepro3s! 1 Muko3bl Jierkux. Codust, 1971, ¢. 156), iar
ca tulpini de referinta M. tuberculosis. H3TRV si M. tuberculosis. BCG (Bacilles Calmet, Guerin). in 40 mL de
mediu au fost adaugate cate 0,8 mL de suspensie micobacteriana dozata dupé standardul optic a opalescentei Nel0.
Dupé 21 zile de incubatie s-a apreciat puritatea culturilor prin examenul microscopic al frotiurilor colorate prin
metoda Ziehl-Neelsen.

Cantitatea de biomasa s-a calculat dupa mortificarea si uscarea tulpinilor la balanta analitica, tabelul 3.

Tabel 3

Cantitatea de biomasd micobacteriand, (in mg)

. Tulpina M. tuberculosis
Mediul H37RV BCG
Sauton 81 75

Skolnikov 84 80
Experimental 114 110

Datele obtinute demonstreaza posibilitatea utilizarii si eficacitatea inalta in ceea ce priveste acumularea de biomasa
micobacteriand in mediul lichid obtinut din compozitia revendicata.

Exemplul 7

Studiul proprietatilor mediului lichid sintetic obtinut din compozitia propusd, la diagnosticul formelor ultramici
(FUM) a M. tuberculosis.
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Mediul se prepara dupa metoda descrisa in exemplul 6, cu exceptia, ca suplimentar se adauga 10,0 mL ser bovin. Au
fost cercetate 83 probe de material diagnostic recoltat de la bolnavii cu tuberculoza pulmonara, la care formele
bacteriene a M. tuberculosis nu au fost depistate. Au fost examinati indicii depistarii M. tuberculosis ultramici si
reversia lor in forma bacteriana. In calitate de control au fost utilizate mediile lichide semisintetice Sauton si
Skolnikov (Jopoxkxosa W.P. Beinenenue L-dopm MukoOakTepuii TyOepKyse3a W3 MAaTOJIOTHYSCKOrO MaTepuaa.
Meroauueckne pekomennanui. Mocksa, 1984; Bacunbes B.H. MukobGakTepro3sl n Muko3s! Jerkux. Codus, 1971,
c. 156).

Rezultatele sunt prezentate in tab. 4 si 5.

Tabelul 4

Izolarea formelor ultramici ale M. tuberculosis pe diferite medii

Mediul

Total Sauton Skolnikov | Experimenta
Abs. | % | Abs. | % | Abs. %
83 20 [ 24,1| 20 |24,1| 25 | 30,1

Tabelul 5
Indicii reversiei M. tuberculosis in forma bacteriana
. Reversii
Mediul FUM Abs. | %
Sauton 20 1 5,0
Skolnikova 20 1 5.0
Experimental | 25 3 12,0

Datele obtinute demnostreaza ca mediul propus poate fi folosit cu succes in diagnosticul bacteriologic al M.
tuberculosis ultramici.

Asadar, utilizarea compozitiei propuse la prepararea mediilor de culturd contribuie la perfectionarea si unificarea
metodelor bacteriologice clasice in diagnosticul tuberculozei.

Procedeul de obtinere este simplu, nu necesitd utilaj special, componentele sunt accesibile, termenul de pastrare
indelungat.



