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POSTUPCI KONTROLE KVALITETE (Neobavezno)

1 uvoD
Podloga Lowenstein-Jensen koristi se za izolaciju i uzgoj mikobakterija. Podloga je pakirana u epruvetama, a koristi se za
polukvantitativno ispitivanje katalaze kao pomo¢ u razvrstavanju mikobakterija.

I POSTUPAK ISPITIVANJA UCINKOVITOSTI
A. Postupak za pripremanje inokulata

1. Inokulirajte kosu podlogu Lowenstein-Jensen s koncentriranim kulturama odgovarajucih mikobakterijskih sojeva pomocu
sterilnih Stapica za inokulaciju.

2. Epruvete inkubirajte s djelomi¢no otvorenim poklopcima na 35 + 2°C u aerobnoj atmosferi kojoj je dodan uglji¢ni dioksid sve
dok se ne dobije jak rast (obi¢no u roku od 2 do 3 tjedna).

3. Uklonite naraslu kulturu sa sterilnim naostrenim stapicem za aplikaciju laganim uklanjanjem stanica s povrsine podloge i
pazite da stani¢nim prinosom ne onecistite podlogu.

a. Za Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177:

(1) Prebacite rast u 5,0 mL bujona Middlebrook 7H9 s glicerolom u sterilnu staklenu epruvetu s navojnim ¢epom koja
sadrzi sterilne staklene kuglice.

(2) Dobro promijesajte mikserom (nekoliko minuta) sve dok iz otopine ne uklonite velike grude.

(3) Usporedite otopinu sa standardom nefelometra McFarland br. 1. Otopina treba biti mutnija od standarda.

(4) Epruvetu postavite u okvir na 2 — 3 h pri sobnoj temperaturi da biste omogucili da se veliki dijelovi slegnu na dno.
(5) Prebacite supernatant u sterilni spremnik.

(6) Prilagodite zamucenost otopine standardu McFarland br. 1 laganim dodavanjem sterilnog bujona Middlebrook
7H9 s glicerolom. Dobro protresite.

(7) Razrijedite na 10° CFU/mL prije koristenja. Dobro izmijesajte i razmazite inokulat na podlogu za ispitivanje pomoéu
kalibrirane usice od 0,01 mL.
b.  Za sve ostale sojeve mikobakterija:

(1) Prebacite dobiveno u sterilnu epruvetu od 50 mL za centrifugiranje s navojnim ¢epom koja sadrzi 8 — 12 sterilnih
staklenih kuglica (promjera 2 mm) i 5 mL mikobakterijske otopine koja je pripremljena na sljedeci nacin:

* Izmijesajte sljedece sastojke u boci od 1 Li prilagodite pH pomocu natrijevog hidroksida 1N, na 6,7 -7,0

Govedi aloumin (bez masnih kiselina)........... 109
POliSOrbat 80 .........eeeereeereeeieeireeereeereeereeeeeeeeenns 0,1mL
Prociscena voda........cceevueeceeseeseesieeieenns 500 mL

o Sterilizirajte membranskom filtracijom (filtar od 0,2 p)
o Asepticki prenesite po 5,5 mL u sterilne epruvete s navojnim ¢epom.

(2) Emulgirajte mikobakterijski rast na bo¢noj strani epruvete za centrifugiranje s navojnim ¢epom pomocu Stapica za
aplikaciju. Promijesajte soj i razrjedivac.

(3) Zatvorite epruvetu i ,,promijesajte mikserom" priblizno 10 min sve dok se ne dobije dobro izmijeSana otopina bez
grudica.

(4) Dodajte 15 mL sterilne mikobakterijske otopine i dobro izmijesajte.

(5) Usporedite otopinu sa standardom nefelometra McFarland br. 1. Otopina treba biti mutnija od standarda.

(6) Epruvetu postavite u okvir na 2 — 3 h pri sobnoj temperaturi da biste omogucili da se veliki dijelovi slegnu na dno.

(7) Aspirirajte supernatant i prebacite ga u sterilni spremnik. Otopina treba biti mutnija od standarda McFarland br. 1
bez velikih neotopljenih dijelova. Ako su jos prisutni veliki dijelovi, promijesajte i pricekajte da se slegne dodatnih 1 h.
Prebacite supernatant u sterilni spremnik.

(8) Prilagodite zamucenost otopine standardu McFarland br. 1 laganim dodavanjem sterilne mikobakterijske otopine.
Dobro protresite.

(9) Alikvote otopine stavite u epruvete za zamrzivac i oznadite ih s vrstom organizama koje sadrze i datumom pripreme.
(10) Zamrznite otopine na niskoj temperaturi u zamrzivacu na -60 °C. Epruvete mozete ¢uvati do 6 mjeseci.

(11) Za upotrebu izvadite zamrznute epruvete iz zamrzivaca i brzo otopite sadrzaj postavljanjem epruveta u vodenu
kupelj na 30 - 35 °C. Razrijedite na 10° CFU/mL prije koristenja. Dobro izmije3ajte i razmazite inokulat na podlogu
za ispitivanje pomocu kalibrirane usice od 0,01 mL.
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B. Postupdi za ispitivanje podloga
Podloga Lowenstein-Jensen

1. Inokulirajte povrsinu sa sterilnom jednokratnom petljom za inokulaciju od 0,01 mL pomo¢u kultura pripremljenih prema

prethodno opisanom postupku.

2. Inkubirajte epruvete s djelomi¢no otvorenim poklopcima na 35 + 2 °C u aerobnoj atmosferi kojoj je dodan uglji¢ni dioksid.

3. Nakon 14 dana inkubacije u svaku kulturu dodajte 1,0 mL polisorbat 80-peroksidnu otopinu koja se priprema na sljedeci nacin:

a. 30% vodikovog peroksida. Pohranite u hladnjak.

b. 10% polisorbata 80 koji je pripremljen na sljedeci nacin:
(1) lzmijesajte 10 mL polisorbata 80 i 90 mL procis¢ene vode.
(2) Stavite u autoklavna 121 °Cna 10 min.
(3) Pohranite u hladnjak.

c¢.  Neposredno prije ispitivanja izmijesajte dva jednaka dijela otopine.

4. Kulture drzite u uspravnom polozaju 5 min na sobnoj temperaturi.
5. Izmjerite (mm) visinu stupca mjehurica iznad povrsine podloge.
6. Ocekivani rezultati

Stupac mjehurica visi od 45 mm.

*Mycobacterium kansasii, grupa |
ATCC 12478

Mycobacterium scrofulaceum, grupa Il
ATCC 19981

Mycobacterium fortuitum, grupa IV
ATCC 6841

Stupac mjehurica nizi od 45 mm.

*Mycobacterium tuberculosis H37Ra
ATCC 25177

Mycobacterium intracellulare, grupa Il
ATCC 13950

*Preporuceni soj organizama za korisni¢ku kontrolu kvalitete.
Kosa podloga Lowenstein-Jensen i boce

1. Inokulirajte reprezentativne uzorke dolje navedenim kulturama.

a. Inokulirajte kose podloge ili boce sterilnom jednokratnom kalibriranom usicom od 0,01 mL pomoc¢u mikobakterijskih

kultura pripremljenih prema prethodno opisanom postupku.

b. Inkubirajte spremnike s djelomi¢no otvorenim poklopcima na 35 + 2 °C u aerobnoj atmosferi kojoj je dodan uglji¢ni dioksid.

2. Pregledajte epruvete i boce nakon 7, 14 i 21-og dana i provjerite rast, selektivnost i pigmentaciju.

3. Ocekivani rezultati
a. Zapodlogu Lowenstein-Jensen

CLSI organizmi ATCC
*Mycobacterium tuberculosis H37Ra 25177
*Mycobacterium kansasii, grupa | 12478
*Mycobacterium scrofulaceum, grupa Il 19981
*Mycobacterium intracellulare, grupa Ill 13950
*Mycobacterium fortuitum, grupa IV 6841
b. Za podlogu Lowenstein-Jensen s 5% natrijevog klorida

Organizam ATCC
*Mycobacterium fortuitum 6841

*Mycobacterium kansasii 12478

1zolacija
Rast
Rast
Rast
Rast
Rast

1zolacija
Rast
Nema rasta

*Preporuceni soj organizama za korisni¢ku kontrolu kvalitete.

Il DODATNA KONTROLE KVALITETE

1. Provjerite epruvete ili boce prema objasnjenju iz poglavlja ,, Pogorsanje kvalitete proizvoda”.

5 W N

onecis¢ene mikrobima.
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. Vizualno pregledajte reprezentativne epruvete ili boce da biste utvrdili kako nemaju fizickih ostecenja koja ¢e utjecati na upotrebu.
. Odredite pH potenciometrijski na sobnoj temperaturi kako biste provjerili pridrzava li se propisanih vrijednosti 7,0 + 0.2.

. Inkubirajte neinokulirane reprezentativne epruvete ili boce na 20 — 25 °Ci 30 - 35 °C pa pregledajte nakon 7 i 14 dana jesu li
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INFORMACIJE O PROIZVODU
NAMIJENA

Podloga Lowenstein-Jensen koristi se za uzgoj Mycobacterium tuberculosis i ostalih vrsta mikobakterija.

SAZETAK | OBJASNJENJE

Lowenstein je originalno formulirao podlogu za uzgoj mikobakterija u koju su inkorporirani kongo-crvenilo i malahitno zelenilo za
djelomi¢nu inhibiciju ostalih bakterija."” Te su boje na sli¢an nacin koristili i drugi istrazivaci, posebice Sonnenschein® i Hohn.* U
SAD-u su popularne gencijana violet podloge Corper’ i Petroff®, kao i podloga Petragnani, koja sadrzi malahitno zelenilo. Postojeca
formulu koju je razvio Jensen,” ima ponesto drugatiji sadrzaj citrata i fosfata, ne sadrzi kongo-crvenilo i ima povecanu
koncentraciju malahitnog zelenila.

BBL-ovi pripremljeni proizvodi podloge Lowenstein-Jensen uklju¢uju kosu podlogu u epruveti za opéu primjenu u uzgoju vrsta
Mycobacterium, boce za upotrebu ako je potrebna veca povrsina i podloge u epruvetama za provodenje polukvantitativhog
ispitivanja katalaze. Taj zadnje navedeni postupak razvio je Wayne® i koristan je razvrstavanje mikobakterija.

Nadalje, podloga je dostupna uz dodavanje 5% natrijevog klorida jer je karakteristika odredenih mikobakterija da toleriraju 5%
natrijevog klorida (npr., M. fortuitumi M. chelonae podskupine abscessus).’ Veéina brzorastucih organizama, spororastucih M.
triviale i nekih sojeva M. flavescens takoder rastu na podlozi koja sadrzi NaCl. Nemogu¢nost da raste M. chelonae subsp. chelonae
olaksava diferencijaciju od ostalih ¢lanova niza M. fortuitum (npr., M. chelonae podvrste abscessus).”"

NACELA POSTUPKA

Baza podloge Lowenstein-Jensen relativno je jednostavna formulacija koja zahtijeva dodatke za rast mikobakterija. Mjesavina
glicerola i jaja dodaje se prije postupka kondenzacije. Te tvari osiguravaju masne kiseline i proteine koji su potrebni za
metabolizam mikobakterija. Koagulacija albumina iz jaja tijekom sterilizacije osigurava krutu tvar koja je potrebna za postupak
inokulacije.

REAGENSI

Podloga Lowenstein-Jensen

Priblizna formula* po 600 mL procis¢ene vode

Monokalijev fosfat ........cccooeeerrienenrcninenens 259 Krumpirovo brasno ..........ccccceievinininiciiiee 30,09
Magnezijev sulfat ........ccooererierienenereneeee 0,24 g Malahitno zelenilo ... 0449
Natrijev citrat .....ccoeoeveeeceeeecee e 0,69 [Tl =] o N 12,0 mL
L-aSparagin .......ccceeeereeriiennieenee e 3649 Cijelo Jaje .ooeeeeeeeerereee e 1000,0 mL

*Prilagodeno i/ili dodano prema potrebi kako bi se udovoljilo kriterijima ucinkovitosti.

Podloga Lowenstein-Jensen s 5% natrijevog klorida sadrzi prethodno navedene sastojke uz 600 mL, 80 g natrijevog klorida.
Upozorenja i mjere opreza: Za in vitro dijagnostiku.

Epruvete i bocice s pri¢vrs¢enim poklopcima trebaju se oprezno otvarati kako ne bi doslo do ozljeda pri pucanju stakla.

U klini¢kim uzorcima mogu biti prisutni patogeni mikroorganizmi, uklju¢ujuci viruse hepatitisa i virus humane imunodeficijencije.
Pri rukovanju svim predmetima kontaminiranima krvlju i drugim tjelesnim teku¢inama treba se pridrzavati , Standardnih mjera
opreza”"™ i institucionalnih smjernica. Nakon upotrebe, pripremljene epruvete, spremnici za uzorke i ostali kontaminirani

materijali moraju se sterilizirati u autoklavu prije odlaganja.

Nacini rada i postupci, oprema i sredstva bioloske sigurnosti razine 2 potrebni su za rukovanje klini¢kim uzorcima koji ne stvaraju
aerosol kao $to je priprema razmaza otpornih na kiselinu. Sve radnje kojima se stvara aerosol moraju se raditi u mikrobioloskom
zastitnom kabinetu klase 1 ili Il. Postupci, oprema i sredstva bioloske sigurnosti razine 3 potrebni su za laboratorijske radnje vezane
za mnozenje i rukovanje kulturama M. tuberculosisi M. bovis. Za istrazivanja na zivotinjama takoder su potrebni posebni
postupci.”

Upute za ¢uvanje: Epruvete i bocice po primitku pohranite na tamnom mjestu na temperaturi od 2 °C do 8 °C. Pazite da ne dode
do smrzavanja i pregrijavanja. Otvorite neposredno prije upotrebe. Smanjite izlaganje svjetlosti na najmanju mogucu mjeru.
Podloge pohranjene prema uputama prije same upotrebe mogu se inokulirati sve do isteka roka valjanosti i inkubirati tijekom
preporucenih rokova inkubacije. Prije inokulacije pricekajte da se podloga zagrije do sobne temperature.

Pogors$anje kvalitete proizvoda: Ne upotrebljavajte epruvete niti bocice ako imaju vidljive znakove kontaminacije mikrobima,
promjene boje, susenja ili ostale znakove pogorsanja kvalitete.

PRIKUPLJANJE UZORAKA | RUKOVANJE

Uzorci pogodni za podlogu mogu se obraditi raznim tehnikama. Detaljne informacije potrazite u odgovarajuc¢im tekstovima.
Uzorke treba uzeti prije obrade protumikrobnih agensa. Potrebno je izraditi propise za brzu dostavu u laboratorij.

POSTUPAK
PriloZzeni materijal: Podloga Lowenstein-Jensen Medium ili podloga Lowenstein-Jensen Medium with 5% Sodium Chloride

15,16

Potreban materijal koji se nabavlja zasebno: podloga za dodatne kulture, reagensi, organizmi za kontrolu kvalitete i laboratorijska
oprema prema potrebi.
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Postupak ispitivanja: Primjenjujte asepti¢ne tehnike.

Koriste se postupci ispitivanja koje preporucuje Centar za kontrolu i prevenciju (CDC) za primarnu izolaciju iz uzoraka koji sadrze

mikobakterije." Preporucuje se otopina N-acetil-L-cistein-natrijevog hidroksida (NALC-NaOH) kao blagi, ali u¢inkoviti agens za

digestiju i dekontaminaciju. Ti reagensi dio su mikobakterijskog kompleta za digestiju/dekontaminaciju BBL MycoPrep. Za detaljne
upute o dekontaminaciji i uzgoju provjerite odgovarajuce reference.*™

Nakon inokulacije zastitite spremnike za ispitivanje od svjetlosti i postavite u odgovarajuci sustav uz aerobnu atmosferu

obogacenu uglji¢nim dioksidom. Inkubirajte inokulirane kose podloge i boce na 35 + 2 °C.

Kose podloge i podloge u boci trebate inkubirati u vodoravnom polozaju sve dok se inokulum ne apsorbira. Epruvete i boce

trebaju imati odvijene navojne cepove u prva 3 tjedna kako bi se omogucila cirkulacija ugljicnog dioksida za pokretanje rasta.

Nakon toga zatvorite ¢epove da biste sprijecili dehidraciju; jednom tjedno na kratko ih odvijte. Postavite epruvete u uspravan

polozZaj ako nemate dovoljno prostora.

NAPOMENA: Kulture koznih lezija za koje se sumnja na M. marinumili M. ulcerans treba inkubirati na 25 - 33 °C za primarnu

izolaciju; kod kultura za koje se sumnja na M. avium ili M. xenopi provjerite optimalni rast na 40 — 42 °C."° Inkubirajte dvostruku

kulturu na 35-37 °C.

Preporuceni postupak za polukvantitativno ispitivanje katalaze pomoc¢u agara podloge Lowenstein-Jensen provodi se na sljedeci

nacin:"

1. Inokulirajte povrsinu podloge s 0,1 mL 7-dnevne kulture soja ili uSicom s aktivno rastuce kose podloge svakog ispitnog soja.
Takoder inokulirajte epruvete kulturom koja stvara puno katalaze, npr., M. kansasii i slabim sojem koji stvara enzim, npr.,
M. intracellulare, za kontrolu.

2. Inkubirajte uz odvijeni ¢ep na 35 + 2 °C u roku od 2 tjedna.

3. Pripremite mjesavinu polisorbat 80-peroksida dodavanjem jednakih dijelova:

a. 10% otopine polisorbata 80 iz autoklava u destiliranoj vodi ili otopinu od 1 mL sterilnog polisorbata 80 u 9 mL destilirane vode.
b. Vodikovog peroksida (30%).

4. U svaku kulturu dodajte mjesavinu 1 mL polisorbat 80-peroksida. Nakon 5 minuta u mm zabiljeZite visinu stupaca u boci.

Preporuceni postupak za ispitivanje tolerancije natrijevog klorida je sljede¢i:"*"

1. Izradite otopinu aktivno rastuce potkulture u bujonu Middlebrook 7H9 jednakom standardu mutnoc¢e McFarland br. 1.

2. Inokulirajte 0,1 mL standardizirane kulture na kosoj podlozi Lowenstein-Jensen s 5% natrijevog klorida. Na slican nacin
inokulirajte kosu podlogu bez NaCl-a u epruveti za kontrolu rasta.

3. Inkubirajte s odvijenim ¢epom u atmosferi obogacenoj s CO,, pocetno u polegnutom okviru 1 tjedan na 28 - 30 °C za
brzorastuce ili 35 + 2 °C za spororastuce organizme.

4. Tjedno provjeravajte rast. Nastavite s inkubacijom tri tjedna, prema potrebi.

Korisnicka kontrola kvalitete: Pogledajte poglavlje ,Postupci kontrole kvalitete”

Svaka serija podloga ispitana je pomocu odgovarajucih organizama za kontrolu kvalitete, a ta su ispitivanja, kada je to bitno,

uskladena sa specifikacijama i standardima instituta CLSI. Kao i uvijek, ispitivanja za kontrolu kvalitete moraju se provoditi u skladu

s vazecim lokalnim, drzavnim, saveznim ili nacionalnim propisima, uvjetima akreditiranja i/ili standardnim postupcima kontrole

kvalitete vaseg laboratorija.

X  REZULTATI
Kulture treba ocitati u roku 5 — 7 dana nakon inokulacije i jednom tjedno nakon toga u trajanju od maksimalno 8 tjedana.
Zabiljezite zapazanja:
1. Broj dana potreban da bi se kolonije postale makroskopski vidljive. Brzorastuci organizmi imaju zrele kulture u roku 7 dana;
spororastucima treba vise od 7 dana za formiranje zrelih kolonija.
2. Stvaranje pigmenta
Bijeli, bez ili prljav = Nekromogenski (NC)
Limunasto, Zuto, narancasto, crveno = Kromogenski (Ch)
Razmazi bojenja mogu pokazati bacile otporne na kiseline koje biljeze samo kao , bacili otporni na kiseline” osim u slucaju
izvodenja konacnih ispitivanja.
Boce mozete pregledati invertiranjem boca u stanju mikroskopskog seciranja. Ocitajte pri povecanju 10-60x s transmisijskom
svjetloscu. Brzo skenirajte na 10-20x i provjerite prisutnost kolonija. Vece povecanje (30-60x) korisno je za provjeru morfologije

kolonije, odnosno u slucaju krivudavih kolonija nalik na uzad.

Za polukvantitativno ispitivanje katalaze ve¢ina mikobakterija spada u dvije grupe.*™"

1. Stupac mjehurica visi je od 45 mm.
M. chelonae
M. fortuitum
M. gordonae
M. kansasii (klinicki znacajno)
M. scrofulaceum
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2. Stupac mjehuri¢a nizi je od 45 mm.

M. avium

M. bovis

M. gastri

M. haemophilum

M. intracellulare

M. kansasii (klini¢cki beznacajno)

M. malmoense

M. marinum

M. tuberculosis

M. xenopi
Prisutnost ili odsutnost rasta u epruveti podloge koja sadrzi 5% NaCl-a pomaze u diferencijaciji mikobakterijskih izolata. Ispitivanje
tolerancije na sol pozitivno je ako se pojavi vise kolonija na kontrolnoj podlozi i ako vise od 50 kolonija raste na podlozi koja sadrzi
5% NaCl-a.""” Kolonije na kontrolnoj podlozi, ali bez vidljivog rasta na ispitivanoj podlozi nakon ukupno 4 tjedna inkubacije znace
negativno ispitivanje.'*"*"

OGRANICENJA POSTUPKA
Za identifikaciju organizmi moraju biti u ¢istoj kulturi. Za kona¢nu identifikaciju potrebno je provesti morfoloska, biokemijska i/ili
seroloska ispitivanja. U odgovarajucim poglavljima potrazite dodatne informacije i preporu¢ene postupke.''®"

RADNA SVOISTVA

Podloga Lowenstein-Jensen Medium

U studiji koje je izradio Palaci i suradnici, 85 respiratornih uzoraka inokulirano je na kosim podlogama Lowenstein-Jensen (LJ) i u
epruvetama BBL MGIT standardnim postupcima. Dvadeset i pet (25) uzoraka pokazalo se kao pozitivno na M. tuberculosis.
Osjetljivost kulture za LJ i MGIT bila je 96,1% (25 od 26 pozitivnih kultura). Premda je vrijeme za detekciju bilo znacajno krace u
MGIT epruvetama, nije bilo znacajne razlike u osjetljivosti detekcije M. tuberculosis izmedu te dvije metode.”

Podloga Lowenstein-Jensen Medium Deeps

Prije izdavanja sva pakiranja podloga Lowenstein-Jensen ispitana su kako bi se utvrdilo imaju li odredena svojstva proizvoda.
Uzorci su ispitivani s organizmima M. fortuitum ATCC 6841, M. intracellulare ATCC 13950, M. kansasii ATCC 12478, M. scrofulaceum
ATCC 19981 i M. tuberculosis ATCC 25177 inokulacijom s 0,2 mL otopine bujona Middlebrook 7H9. Epruvete se inkubiraju s
odvijenim ¢epovima 3 tjedna na 35— 37 °C. Treba pripremiti mjesavinu polisorbat 80-peroksida i u svaku kulturu treba dodati 1 mL.
Nakon 5 minuta biljeZi se visina stupaca u boci u mm. Pozitivnu reakciju katalaze predstavlja stupac mjehurica visi od 45 mm.
Negativnu reakciju katalaze predstavlja stupac mjehurica nizi od 45 mm. Pozitivna reakcija katalaze promatra se za M. fortuitum,
M. kansasiii M. scrofulaceum. Negativna reakcija katalaze promatra se za M. intracellulare i M. tuberculosis.

Podloga Lowenstein-Jensen Medium with 5% Sodium Chloride

Prije izdavanja sva pakiranja podloga Lowenstein-Jensen s 5% natrijevog klorida ispitana su kako bi se utvrdilo imaju li odredena
svojstva proizvoda. Uzorci su ispitani stani¢cnom otopinom M. fortuitum ATCC 6841 i M. kansasii ATCC 12478 razrijedenom s
bujonom BBL Middlebrook 7H9 kako bi se dobilo 10>~10* CFU-a. Epruvete se inkubiraju s odvijenim ¢epovima na 35-37 °C7 - 14
dana u atmosferi obogacenoj s CO,. Uocen je umjeren do jak rast za M. fortuitum. M. kansasii je inhibiran.

DOSTUPNOST

Kat. br. Opis

221116 BD BBL Lowenstein-Jensen Medium Mycoflask, pakiranje od 100 boca

220908 BD BBL Lowenstein-Jensen Medium Slants, pakiranje od 10 epruveta veli¢ine A
220909 BD BBL Lowenstein-Jensen Medium Slants, pakiranje od 100 epruveta veli¢ine A
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