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VERWENDUNGSZWECK

BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT (BBL Lowenstein-Jensen-Medium mit PACT) wird zur Kultivierung von Mycobacterium
tuberculosis und anderen Mykobakterien verwendet.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT ist ein Eimedium, welches Antibiotika enthalt. Die DIN-Norm 58943-3
»Tuberkulosediagnose — Teil 3: Nachweis von Mykobakterien durch Kulturmethoden* empfiehlt die Verwendung eines mit Antibiotika
angereicherten Eimediums; z.B. Polymyxin B 200.000 Einheiten/L, Amphotericin B 10 mg/L, Carbenicillin 50 mg/L und Trimethoprim
10 mg/L (PACT) als Kulturmedium auf Eibasis."

Léwenstein formulierte urspriinglich ein Medium zur Kultivierung von Mykobakterien, in das Kongorot und Malachitgriin zur
partiellen Hemmung anderer Bakterien integriert waren.2.3 Diese Farbstoffe wurden auch von anderen Wissenschaftlern
eingesetzt, besonders von Sonnenschein4 und Hohn5. In den Vereinigten Staaten waren die Gentianaviolett-Medien von
Corper® und Petroff? beliebt, zusammen mit dem Medium von Petragnani, welches Malachitgriin enthielt. Die vorliegende, von
Jensen entwickelte Formel, weist einen geringfligig anderen Citrat- und Phosphatgehalt auf, enthalt kein Kongorot und eine
héhere Konzentration von Malachitgrun.

1972 entwickelten Mitchison et. al. ein selektives Medium fiir Mykobakterien durch Zugabe von Polymyxin B, Amphotericin B,
Carbenicillin und Trimethoprimlactat zu Middlebrock- und Cohn-7H10-Agar.® BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT verwendet
dieselbe Kombination selektiver Wirkstoffe.

VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Die Basis fiir Lowenstein-Jensen Medium ist eine relativ einfache Formulierung, die einige Zusatze erfordert, um das Wachstums
von Mykobakterien zu férdern. Glycerol und Eimischung werden vor dem Eindampfen/Eindicken (Inspissation) zugegeben. Diese
Substanzen liefern die fiir den Metabolismus der Mykobakterien erforderlichen Fettsduren und Proteine. Die Gerinnung des
Eieralbumins wahrend der Sterilisierung liefert ein festes Medium fiir den Inokulationsprozess. Asparagin wird zur Férderung des
Wachstumsbeginns und zur Verbesserung der Wachstumsrate zugesetzt. Die partielle Hemmung von Bakterien wird durch das
Vorhandensein des Farbstoffes Malachitgriin erreicht.

Die selektive Natur von BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT basiert auf der Integration von Polymyxin B, Amphotericin

B, Carbenicillin und Trimethoprimlactat in die Formel des Mediums. Carbenicillin ist ein synthetisches Penicillin, das durch
Hemmung der Zellwandsynthese eine bakterizide Wirkung auf gramnegative Bakterien hat, besonders auf Pseudomonas
aeruginosa und Proteus sp.10 Polymyxin B ist ein Polypeptidantibiotikum, welches hemmend auf gramnegative Bakterien wirkt,
da es ihre Plasmamembranen schadigt und somit die Permeabilitat der Zellen beeintrachtigt.1®© Amphotericin B ist ein Antibiotikum
mit 7 konjugierten Doppelbindungen, welches hemmend auf Pilze wirkt, indem es die Permeabilitat der Zellmembran andert,

die Cholesterol oder Ergosterol enthalt, und somit eine Permeation einer Vielzahl von mikromolekularen Stoffen in die Zelle
ermoglicht.!! Trimethoprim hemmt die Folsauresynthese von grampositiven Bakterien, die Folséure benétigen.12

REAGENZIEN

BBL Lowenstein Jensen Medium + PACT
Ungefahre Formel* pro Liter Medium

Kartoffelstarke .. g
L-Asparagin .......ccccceeeeniieeiiiiieeenns g
Monobasisches Kaliumphosphat..............ccocoieiiiiens 1,55 g
Natriumcitrat g
Malachitgrin g
Magnesiumsulfat ... 0,15 g
GIYCEION ...t 7,44 mL
Eimasse (ganzes Ei)........cccoooiiiiiiiiiiieiieiceee 620,00 mL
Destilliertes Wasser.............cccccoeeeiiiiiiiiiiiieeeee, 373,00 mL
Polymyxin B U
AMPhOEriCin B ......cocviiiiiiiiieecee e 10,00 mg
CarbeniCillin .........c.ooieiiiiiiieee e 100,00 mg
Trimethoprim ..o 10,00 mg

*Nach Bedarf auf die Leistungskriterien abgestimmt und/oder ergénzt.



Warnungen und VorsichtsmaBnahmen

In-vitro-Diagnostikum.

Roéhrchen mit fest sitzenden Verschlusskappen sind vorsichtig zu 6ffnen, um Verletzungen aufgrund von Glasbruch zu vermeiden.
Klinische Proben kénnen pathogene Mikroorganismen, wie z.B. Hepatitis-Viren und HIV, enthalten. Beim Umgang mit allen mit Blut
oder anderen Korperflissigkeiten kontaminierten Artikeln sind die ,Allgemeinen VorsichtsmaRnahmen“13-16 sowie die einschlagigen
Institutionsrichtlinien zu beachten. Probenbehalter und andere kontaminierte Materialien vor dem Entsorgen im Autoklav sterilisieren.
Die Methoden und Verfahren sowie die Behalter und Einrichtungen der biologischen Sicherheitsstufe 2 sind fir Manipulationen
klinischer Proben, bei denen keine Aerosole entstehen, erforderlich, wie beispielsweise bei der Vorbereitung von saurefesten
Ausstrichen. Alle Aktivitaten, bei denen Aerosole entstehen, missen an einer biologischen Sicherheitswerkbank der Klasse |
oder |l durchgefiihrt werden. Verfahren, Behalter und Einrichtungen der biologischen Sicherheitsstufe 3 sind fiir Laboraktivitaten
zur Vermehrung und Manipulation von M. tuberculosis- und M. bovis-Kulturen einzusetzen. Dariiber hinaus erfordern Tierstudien
ebenfalls besondere Verfahren. 5

Aufbewahrung

Réhrchen nach Erhalt bei 2—8 °C im Dunkeln aufbewahren. Nicht einfrieren oder Uberhitzen. Erst unmittelbar vor Gebrauch 6ffnen.
In Rohrchen gemaf Kennzeichnung aufbewahrte Nahrmedien kénnen bis zum Verfallsdatum inokuliert und tiber die empfohlene
Zeit inkubiert werden. Vor Lichteinwirkung schitzen.

Haltbarkeit des Produkts

Réhrchen bei Anzeichen von Kontamination durch andere Mikroorganismen, Verfarbung, Eintrocknen oder sonstigen Anzeichen von
Produktverfall nicht verwenden.

PROBENGEWINNUNG UND -HANDHABUNG

Kultivierbare Proben kdénnen auf unterschiedliche Weise gehandhabt werden. Detaillierte Informationen enthalt die einschlagige
Fachliteratur.17.18 Die Probenentnahme sollte vor der Verabreichung von Antibiotika erfolgen. Fiir einen umgehenden Transport zum
Labor ist zu sorgen.

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Lowenstein-Jensen Medium + PACT

Benotigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Zusatzliche Kulturmedien, Reagenzien, Qualitatskontrollorganismen
und Laborgerate, die flr dieses Verfahren gebraucht werden.

Testverfahren: Antiseptische Vorsichtmal3nahmen beachten.

Die Testverfahren entsprechen den von den CDC (Centers for Disease Control and Prevention) fiir die primare Isolation von Proben,
die Mykobakterien enthalten.'® N-Acetyl-L-Cystein-Natriumhydroxid (NALC-NaOH)-Lésung wird als sanftes jedoch wirksames
Aufschluss- und Dekontaminierungsmittel empfohlen. Nahere Informationen zur Dekontamination und Kultivierung sind der
entsprechenden Fachliteratur zu entnehmen.18-21

Die Testbehalter nach der Inokulation vor Licht schiitzen und in einem geeigneten System aufbewahren, das eine aerobe
Atmosphare, angereichert mit 5-10 % Kohlendioxid, bietet. Bei 35 + 2 °C inkubieren.

Die Medien sollten in waagerechter Lage inkubiert werden, bis das Inokulum absorbiert ist. Bei Rdhrchen sollten die
Verschlusskappen die ersten 3 Wochen locker aufgesetzt sein, um eine Zirkulation des Kohlendioxids fur den Wachstumsbeginn
zu ermoglichen. Die Kappen anschlieRend festdrehen, um eine Dehydrierung zu verhindern. Ein Mal pro Woche fir einen kurzen
Zeitraum I6sen. Bei Platzproblemen die Réhrchen aufrecht hinstellen.

HINWEIS: Kulturen aus Hautlasionen, von denen vermutet wird, sie seien M. marinum oder M. ulcerans sollten zur primaren
Isolation bei 25—-33 °C inkubiert werden; Kulturen, von denen vermutet wird, sie enthielten M. avium oder M. xenopi zeigen ihr
optimales Wachstum bei 40—42 °C.19 Eine Kultur zur Doppelbestimmung bei 35-37 °C inkubieren.

QUALITATSSICHERUNG DURCH DEN ANWENDER

1. Lowenstein-Jensen-Schragmedium mithilfe von sterilen Inokulationsstdbchen mit Stammkulturen der entsprechenden
mykobakteriellen Stdmme inokulieren.

2. Die Rohrchen mit locker aufgesetzten Kappen in einer aeroben Atmosphare unter Zusatz von Kohlendioxid bei 35 + 2 °C
inkubieren, bis starkes Wachstum zu beobachten ist (Ublicherweise innerhalb von 2 bis 3 Wochen).

3. Das Wachstum mit einem sterilen, gescharften Applikatorstdbchen entnehmen. Hierzu die Zellen von der Oberflache des
Mediums vorsichtig entfernen und darauf achten, dass zusammen mit den Zellen nicht versehentlich auch Kulturmedium
entnommen wird.

A. Fur Mycobacterium tuberculosis (ATCC 25177):

1) Das Wachstum auf 5,0 mL Middlebrook-7H9-Bouillon mit Glycerol in ein steriles Glasrohrchen mit Schraubverschluss
und sterilen Glasperlen transferieren.

2) Gut durchmischen (mehrere Minuten), bis die Suspension frei von groRen Klumpen ist.

3) Diese Suspension mit einem McFarland-Nephelometer-Standard Nr. 1 vergleichen. Die Suspension sollte triiber sein als
der Standard.

4) Das Roéhrchen in eine Gestell geben und 2 bis 3 h lang bei Raumtemperatur stehen lassen, damit sich die grof3en
Partikel am Boden absetz’en kénnen.

5) Den Uberstand in einen sterilen Behélter transferieren.

6) Die Tribheit der Suspension auf den McFarland-Standard Nr. 1 einstellen. Hierzu langsam sterile Middlebrook-7H9-
Bouillon mit Glycerol zugeben. Gut schiitteln.



7) Vor Gebrauch auf 105 KBE/mL verdlinnen. Gut durchmischen und das Testmedium mit einer auf 0,01 mL kalibrierten
Impfose zur Inokulation ausstreichen.

B. Fir alle anderen mykobakteriellen Stamme:
1) Das Wachstum in ein steriles 50-mL-Zentrifugenréhrchen mit Schraubverschluss transferieren, das 8 bis 12 sterile
Glasperlen (2-mm-Durchmesser) und 5 mL Mykobakterium-Verdiinnung enthalt, die wie folgt prapariert ist:
a. Folgende Bestandteile in einem 1L-Glaskolben mischen und den pH-Wert einstellen. Dabei 1 N Natriumhydroxid mit
einem pH-Wert von 6,7 bis 7,0 verwenden.

Rinderalbumin (fettsaurefrei) 109
Polysorbat 80 0,1 mL
Destilliertes Wasser 500,0 mL

b. Durch Membranfiltrierung (0,2-p-Filter) sterilisieren.
c. Unter aseptischen Bedingungen in Mengen zu 5,5 mL in sterile R6hrchen mit Schraubverschluss geben.
2) Das mykobakterielle Wachstum mit einem Applikatorstdbchen an den Seitenwanden eines Zentrifugenréhrchens mit
Schraubverschluss emulgieren. Das Wachstum mit dem Verdinnungsmittel vermischen.
) Das Rohrchen verschlieBen und ca. 10 Minuten in einem Vortex-Mixer durchmischen, bis das Wachstum gut suspendiert
und frei von groRen Klumpen ist.
4) 15 mL sterile Mykobakterium-Verdiinnung zugeben und griindlich durchmischen.
5) Diese Suspension mit einem McFarland-Nephelometer-Standard Nr. 1 vergleichen. Die Suspension sollte triber sein als
der Standard.
6) Das Rohrchen in ein Gestell geben und 2 bis 3 h lang bei Raumtemperatur stehen lassen, damit sich die gro3en Partikel
am Boden absetzen kénnen.
) Den Uberstand aspirieren und in einen sterilen Behélter transferieren. Die Suspension muss eine starkere
Tribung aufweisen als der McFarland-Standard Nr. 1 und frei sein von groRen Partikgln. Wenn noch immer grof3e
Partikel vorhanden sind, mischen und dann eine weitere Stunde stehen lassen. Den Uberstand in einen sterilen
Behélter transferieren.
8) Die Trubheit der Suspension auf den McFarland-Standard Nr. 1 einstellen. Hierzu langsam sterile Mykobakterium-
Verdiinnung zugeben. Gut schiitteln.
9) Kleinere Mengen der Suspension in fir den Gefrierschrank geeignete Flaschchen geben und mit der Bezeichnung des
Organismus und dem Herstellungsdatum beschriften.
10) Die Suspension einfrieren. Hierzu die Flaschchen in einem Niedrigtemperatur-Gefrierschrank bei —60 °C aufbewahren.
Die Flaschchen konnen bis zu 6 Monate aufbewahrt werden.
11) Zum Gebrauch das gefrorene Flaschchen aus dem Gefrierschrank entnehmen und den Inhalt schnell auftauen,
indem das Rohrchen in ein Wasserbad mit 30—-35 °C gegeben wird. Vor Gebrauch auf 105 KBE/mL verdiinnen. Gut
durchmischen und das Testmedium mit einer auf 0,01 mL kalibrierten Impfése zur Inokulation ausstreichen.
4. Die Rohrchen mit locker aufgesetzten Kappen in einer aeroben Atmosphére unter Zusatz von Kohlendioxid bei
35 + 2 °C inkubieren.
5. Die Rohrchen nach 7, 14 und 21 Tagen auf Wachstum, Selektivitat und Pigmentierung Uberprufen.
6. Zu erwartende Ergebnisse

w

~

ORGANISMUS WIEDERFINDUNG

Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC 25177 Gut

Mycobacterium kansasii, Gruppe | ATCC 12478 Gut

Mycobacterium fortuitum, Gruppe IV ATCC 6841 Gut

Escherichia coli ATCC 25922 Teilweise bis vollstdndige Hemmung

Es sind die geltenden gesetzlichen und behdérdlichen und in den Akkreditierungsbedingungen festgelegten Vorschriften zur
Qualitatskontrolle sowie die laborinternen Standardvorgaben zur Qualitédtskontrolle zu beachten. Benutzer sollten die relevanten
CLSI-Dokumente und CLIA-Vorschriften Uber geeignete Testverfahren zur Qualitatskontrolle einsehen.



ERGEBNISSE

Die Kulturen sollten innerhalb von 5 bis 7 Tagen nach der Inokulation und anschlieRend bis zu 8 Wochen wdchentlich tberprift werden.

Zu dokumentierende Beobachtungen:

1. Die Anzahl der Tage, die vergangen sind, bis die Kolonien makroskopisch sichtbar wurden. Schneller wachsende Mykobakterien
bilden innerhalb von 7 Tagen reife Kolonien, langsamer wachsende Mykobakterien bendtigen langer als 7 Tage fur die Bildung
reifer Kolonieformen.

2. Pigmentbildung
WeiR, creme- oder lederfarben = nichtchromogen (nc)

Zitronenfarben, gelb, orange, rot = chromogen (ch)
Gefarbte Abstriche kdnnen saurefeste Bazillen aufweisen, die jedoch erst dann als ,saurefest” interpretiert werden, wenn
definitive Tests durchgefiihrt wurden.

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Zum Nachweis missen die Organismen in Reinkultur vorhanden sein. Fir die endgiltige Identifizierung sollten morphologische,
biochemische oder serologische Tests durchgefihrt werden. Detaillierte Informationen und empfohlene Verfahren sind der
einschlagigen Fachliteratur zu entnehmen. 17 18,22

LEISTUNGSMERKMALE

Vor der Freigabe werden alle Chargen von Lowenstein-Jensen Medium + PACT auf ihre spezifischen Leistungsmerkmale getestet.
Die Proben werden mithilfe einer geeichten 0,01 mL-Impfse zur Inokulation ausgestrichen und so weit verdiinnt, dass sie 103
koloniebildende Einheiten (KBE) auf 0,01 mL Mycobacterium kansasii Gruppe | (ATCC 12478), M. fortuitum Gruppe IV (ATCC 6841)
und M. tuberculosis (ATCC 25177) enthalten; Escherichia coli (ATCC 25922) wird so weit verdlnnt, dass es 104 KBE auf 0,01 mL
enthalt und auf dieselbe Weise inokuliert. Nach der Inokulation werden die Réhrchen mit locker aufgesetzten Kappen bei 35 + 2°C
in einer aeroben Atmosphare unter Zusatz von 5—-10 % Kohlendioxid inkubiert. Die Réhrchen nach einer Inkubationszeit von 7, 14
und 21 Tagen auf Wachstum und Pigmentierung Uberprifen. Alle Mykobakterien zeigen innerhalb von 21 Tagen ein maRiges bis
starkes Wachstum. Die Koloniemorphologie ist wie folgt: M. kansasii zeigt glatte, cremefarbene Kolonien, wenn das Wachstum im
Dunkeln erfolgt, und wird hellzitronengelb bis orange, wenn es dem Licht ausgesetzt wird; M. tuberculosis und M. fortuitum sind
cremefarben (M. fortuitum kann aufgrund der Farbstoffabsorption eine griinliche Farbung zeigen). E. coli zeigt nach einer Inkubation
von 14 Tagen kein bis maRiges Wachstum.

LIEFERBARE PRODUKTE

Best.- Nr. Beschreibung
220502 BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT, Karton mit 100 Réhrchen der GréRe A
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