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USO PREVISTO

BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT (medio de Lowenstein-Jensen BBL + PACT BBL) esta disefiado para el cultivo de
Mycobacterium tuberculosis y otras especies micobacterianas.

RESUMEN Y EXPLICACION

BBL Lowenstein-dJensen Medium + PACT es un medio a base de huevo con antimicrobianos. La norma DIN 58943-3 “Diagnosis

of tuberculosis — Part 3: Detection of mycobacteria by culture methods” recomienda el uso de un medio a base de huevo
suplementado con antimicrobianos; por ejemplo, polimixina B 200.000 unidades/L, anfotericina B 10 mg/L, carbenicilina 50 mg/L y
trimetoprima 10 mg/L (PACT) para medios de cultivo a base de huevo!.

Lowenstein formulé originalmente un medio para el cultivo de micobacterias en el que se incorporararon rojo Congo y verde
malaquita para obtener la inhibicién parcial de otras bacterias2.3. Estos colorantes fueron utilizados de manera similar por otros
investigadores, en particular Sonnenschein4 y Hohn. En Estados Unidos, los medios con violeta de genciana de Corper6 y
Petroff” eran de uso frecuente, junto con el medio de Petragnani, que contenia verde malaquita. La férmula actual desarrollada por
Jenssens, tiene un contenido de citrato y fosfato un poco diferente, no contiene rojo Congo y presenta una mayor concentracion de
verde malaquita.

En 1972, Mitchison et al desarrollaron un medio selectivo para micobacterias afiadiendo polimixina B, anfotericina B, carbenicilina
y lactato de trimetoprima al agar Middlebrook and Cohn 7H10°. BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT utiliza la misma
combinacién de agentes selectivos.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El medio base de Lowenstein-Jensen es una férmula relativamente sencilla que requiere enriquecimiento para favorecer el
crecimiento de las micobacterias. La mezcla de huevo y glicerol se afiade antes del proceso de espesamiento. Dichas sustancias
proporcionan los acidos grasos y proteina necesarios para el metabolismo de las micobacterias. La coagulacion de la albumina de
huevo durante la esterilizacion proporciona un medio sélido para la inoculacién. Se afiade asparagina para favorecer el inicio del
crecimiento y el aumento de la velocidad del mismo. La inhibicién parcial de bacterias se logra mediante la presencia del colorante
verde malaquita.

La naturaleza selectiva de BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT se debe a que la férmula incorpora polimixina B, anfotericina
B, carbenicilina y lactato de trimetoprima. La carbenicilina es una penicilina sintética con efecto bactericida en las bacterias gram
negativas, en especial Pseudomonas aeruginosay Proteus sp., al inhibir la sintesis en la pared celular'0. La polimixina B es un
antibiotico polipéptido que inhibe las bacterias gram negativas debido a que dafia sus membranas plasmaticas, lo que afecta

la permeabilidad de las células'0. La anfotericina B es un antibiético heptaeno que inhibe activamente los hongos alterando la
permeabilidad de las membranas celulares, que contienen colesterol y ergosterol, por lo que permite la filtracion de diversos
compuestos microcelulares en la célula’. La trimetoprima inhibe la sintesis del acido félico en las bacterias gram positivas que
requieren acido félico’2.

REACTIVOS

BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT
Férmula aproximada* por litro de medio

Almidon de patata..........ccceeviiiiiiiiii 18,60 g
L-asparaging..........cccevueeeeiiieennnns ..2,23 g
Fosfato de potasio monobasico..... ..1,55 g
Citrato SOAICO ..o 0,37 g
Verde malaquita...........coooeeiiiiiiiiiiee e 0,25 g
Sulfato magnésico.. ..0,15 g

Glicerol ............. mL
Huevos enteros ... . mL
Agua purificada..........occeiiiiiiiiie mL
Polimixina B..........cociiiiiiiiiieeeee 1.U.
Anfotericina B ... mg
Carbenicilina..... . mg
Trimetoprima ......oooveiiiiiieee e mg

*Ajustada y/o suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento.

Advertencias y precauciones

Para uso diagnostico in vitro.

Los tubos con tapas ajustadas deben abrirse con cuidado para evitar lesiones por la rotura del vidrio.



En las muestras clinicas puede haber microorganismos patdgenos, como los virus de la hepatitis y el virus de la inmunodeficiencia
humana. Para la manipulacién de todos los elementos contaminados con sangre u otros liquidos corporales deben seguirse

las “Precauciones estandar”13-16 y |as directrices del centro. Antes de desecharlos, esterilizar en autoclave los recipientes para
muestras y cualquier otro material contaminado.

Se requiere la utilizacion de practicas y procedimientos de seguridad bioldgica de nivel 2 y equipo e instalaciones para contencion
cuando se manipulen muestras clinicas sin producir aerosoles, como en la preparacion de frotis acidorresistentes. Todas las
actividades que generen aerosoles deben llevarse a cabo en un gabinete de seguridad biolégica de clase | o Il. Se requiere la
utilizacion de practicas de bioseguridad de nivel 3 y equipo e instalaciones para contencion en las actividades de laboratorio que
incluyan la propagacién y manipulacion de cultivos de M. tuberculosis y M. bovis. Los estudios en animales también requieren la
implementacion de procedimientos especiales’S.

Instrucciones para el almacenamiento

Al recibir los tubos, almacenarlos en un lugar oscuro a 2-8 °C. No congelar ni sobrecalentar. No abrir hasta que vayan a utilizarse. Los
medios en tubos almacenados como se indica en sus etiquetas hasta momentos antes de su utilizacion pueden ser inoculados hasta la
fecha de caducidad e incubados durante los periodos recomendados de incubacion. Reducir al minimo la exposicion a la luz.

Deterioro del producto

No utilizar los tubos si muestran evidencia de contaminacién microbiana, decoloracion, deshidratacion o cualquier otro signo de deterioro.

RECOGIDA Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras adecuadas para cultivo pueden manipularse mediante diversas técnicas. Para obtener informacion detallada,
consultar los textos correspondientes7.18. Las muestras deben obtenerse antes de administrar los agentes antimicrobianos. Deben
adoptarse las medidas necesarias para un transporte inmediato al laboratorio.

PROCEDIMIENTO

Material suministrado: Lowenstein-Jensen Medium + PACT

Materiales necesarios pero no suministrados: Medios de cultivo auxiliar, reactivos, organismos para el control de calidad y el
equipo de laboratorio que se requiere para llevar a cabo este procedimiento.

Procedimiento del analisis: Emplear técnicas asépticas.

Los procedimientos de analisis son los recomendados por los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) para el
aislamiento primario de muestras que contengan micobacterias’®. Se recomienda N-acetil-L-cisteina-hidréxido sédico (NALC-
NaOH) como agente descontaminante y digestivo suave pero eficaz. Para obtener instrucciones detalladas de descontaminacion y
cultivo, consultar la referencia apropiada’8-21,

Después de la inoculacion, mantener los recipientes de prueba protegidos de la luz y colocados en un sistema adecuado que
proporcione una atmosfera aerobia enriquecida con diéxido de carbono al 5-10%. Incubar a 35 + 2 °C.

Los medios deben incubarse en posicion horizontal hasta que se absorba el inéculo. Los tubos deben tener las tapas de

rosca flojas durante las primeras tres semanas, para permitir la circulacion de didxido de carbono para el inicio del crecimiento.
Posteriormente, para evitar la deshidratacion, ajustar las tapas; aflojarlas brevemente una vez a la semana. Mantener los tubos en
posicién vertical si no se dispone de espacio suficiente.

NOTA: Los cultivos de lesiones cutaneas presuntivas de M. marinum o M. ulcerans deben incubarse a 25-33 °C para el aislamiento
primario; los cultivos presuntivos de M. avium o M. xenopi muestran crecimiento 6ptimo de 40 a 42 °C'9. Incubar un cultivo
duplicado a 35-37 °C.

CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO

1. Inocular agares inclinados del medio Lowenstein-Jensen con cultivo de referencia de las cepas micobacterianas pertinentes
utilizando agujas de inoculacién estériles.

2. Incubar los tubos con las tapas flojas en una atmdsfera aerobia suplementada con diéxido de carbono a 35 + 2 °C hasta que se
obtenga crecimiento denso (normalmente entre 2 y 3 semanas).

3. Extraer el crecimiento con un aplicador afilado estéril, retirando con cuidado las células de la superficie del medio para no
incluir el medio de cultivo con la extraccion de células.

A. Para Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177:

1) Transferir el crecimiento a 5,0 mL de caldo Middlebrook 7H9 con glicerol en un tubo de vidrio estéril con tapa a rosca con
microesferas de vidrio estériles.

2) Mezclar bien en vortex (varios minutos) hasta que la suspension esté libre de grumos de gran tamafo.

3) Comparar esta suspension con un patréon N° 1 de McFarland realizado con nefeldmetro. La suspensiéon debe ser mas
turbia que el patrén.

4) Colocar el tubo en una gradilla durante unas 2—-3 h a temperatura ambiente para permitir la precipitacién de las
particulas grandes en el fondo.

5) Transferir el sobrenadante a un contenedor estéril.

6) Ajustar la turbidez de la suspension a un patréon N° 1 de McFarland agregando lentamente el caldo Middlebrook 7H9
estéril con glicerol. Mezclar bien.

7) Diluir a 105 UFC/mL antes de usar. Mezclar bien e inocular mediante extension el medio de prueba utilizando un asa
calibrada de 0,01 mL.



4.

B. Para todas las demas cepas micobacterianas:

1) Transferir el crecimiento a un tubo de centrifugado con tapon roscado de 50 mL con 8—12 microesferas de vidrio
estériles (2 mm de diametro) y 5 mL de diluyente micobacteriano preparado de la siguiente manera:

a. Mezclar los siguientes elementos en un frasco de 1 L y ajustar el pH, usando hidroxido sédico 1N, a 6,7-7,0:

Albumina bovina (sin acidos grasos) 1,09
Polisorbato 80 0,1 mL
Agua purificada 500,0 mL

b. Esterilizar mediante filtracién de membrana (filtro de 0,2 ).
c. Dosificar asépticamente dosis de 5,5 mL en tubos estériles con tapa a rosca.

2) Emulsionar el crecimiento micobacteriano en la pared lateral del tubo de centrifugado con tapa a rosca utilizando un
aplicador. Mezclar el crecimiento con el diluyente.

3) Tapar el tubo y agitar en vortex aproximadamente 10 min hasta que el crecimiento esté bien suspendido y libre de
grumos grandes.

4) Agregar 15 mL de diluyente micobacteriano y mezclar bien.

5) Comparar esta suspension con un patréon N° 1 de McFarland realizado con nefelémetro. La suspensién debe ser mas
turbia que el patréon.

6) Colocar el tubo en una gradilla durante unas 2—3 h a temperatura ambiente para permitir la precipitacion de las
particulas grandes en el fondo.

7) Aspirar el sobrenadante y transferirlo a un recipiente estéril. La suspension debe ser mas turbia que el patrén N° 1 de
McFarland y no debe contener particulas grandes. Si todavia se ven particulas grandes, mezclar y dejar reposar una
hora mas.

8) Ajustar la turbidez de la suspension a un patron N° 1 de McFarland, afiadiendo lentamente diluyente micobacteriano
estéril. Mezclar bien.

9) Colocar alicuotas de la suspension en frascos para congelador etiquetados con la identificacién de los organismos y la
fecha de preparacion.

10) Congelar las suspensiones colocando los frascos en un congelador de baja temperatura a -60 °C. Los frascos pueden
almacenarse hasta un maximo de 6 meses.

11) Para utilizarlos, retirar el frasco congelado del congelador, y realizar una descongelacion rapida de su contenido
colocando el tubo en un bafio Maria de 30-35 °C. Diluir a 105 UFC/mL antes de usar. Mezclar bien e inocular mediante
extension el medio de prueba utilizando un asa calibrada de 0,01 mL.

Incubar los tubos con las tapas flojas a 35 + 2 °C en una atmdsfera aerobia suplementada con diéxido de carbono.

5. Examinar los recipientes después de 7, 14 y 21 dias para determinar el crecimiento, la selectividad y la pigmentacion.
6. Resultados previstos

ORGANISMO RECUPERACION
Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC 25177 Buena

Mycobacterium kansasii, grupo | ATCC 12478 Buena

Mycobacterium fortuitum, grupo IV ATCC 6841 Buena

Escherichia coli ATCC 25922 Inhibicion de parcial a completa

El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o nacional, a los requisitos de los organismos de
acreditacion y a los procedimientos estandar de control de calidad del laboratorio. Se recomienda consultar las instrucciones de
CLSI y normativas de CLIA correspondientes para obtener informacion acerca de las practicas adecuadas de control de calidad.

RESULTADOS

Se debe efectuar la lectura de los cultivos dentro de los 5-7 dias después de la inoculacion y una vez a la semana posteriormente
hasta un maximo de 8 semanas.

Registrar las observaciones:

1.

Numero de dias requeridos para que las colonias puedan ser visibles macroscopicamente. Los organismos de crecimiento
rapido forman colonias maduras dentro de los 7 dias; los organismos de crecimiento mas lento requieren mas de 7 dias para
presentar colonias maduras.

Produccion de pigmentacion

Blanco, crema o beige = No cromégeno (NC)

Limén, amarillo, naranja, rojo = Cromoégeno (Ch)

Los frotis con tincion pueden mostrar bacilos acidorresistentes que se resefian solamente como “bacilos acidorresistentes”, a
menos que se realicen pruebas definitivas.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Para su identificacion, los organismos deben encontrarse en un cultivo puro. Deben llevarse a cabo pruebas morfolégicas,
bioguimicas y/o seroldgicas para lograr una identificacion final. Consultar los textos correspondientes para obtener informacion
detallada y procedimientos recomendados: 18, 22,



CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Antes de su lanzamiento al mercado, todos los lotes de Lowenstein-Jensen Medium + PACT se analizan para determinar sus
caracteristicas especificas. Mediante un asa calibrada de 0,01 mL, se inoculan por extensiéon muestras con los siguientes cultivos
diluidos para contener 103 unidades formadoras de colonias (UFC) por 0,01 mL de Mycobacterium kansasii grupo | (ATCC
21478), M. fortuitum grupo IV (ATCC 6841) y M. tuberculosis (ATCC 25177); Escherichia coli (ATCC 2592) se diluye hasta una
concentracion de 104 UFC por 0,01 mL y se inocula de la misma manera. Después de la inoculacion, los recipientes se incuban con
las tapas flojas a 35 + 2 °C en una atmosfera suplementada con diéxido de carbono al 5-10%. Se efectia la lectura de los tubos
para detectar crecimiento y pigmentacion después de 7, 14 y 21 dias de incubacién. Todos los organismos presentan crecimiento
de moderado a denso dentro de los 21 dias. La morfologia de las colonias es la siguiente: M. kansasii muestra colonias lisas de
color crema cuando se cultivan en lugar oscuro, luego adquieren un color de amarillo limén a anaranjado cuando se las expone a
la luz; y M. tuberculosis y M. fortuitum presentan un color crema (M. fortuitum puede mostrar un tono verdoso debido a la absorcion
de colorante). E. coli presenta crecimiento de nulo a medio después de 14 dias de incubacion.

DISPONIBILIDAD

N° de cat. Descripcion
220502 BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT, caja de 100 tubos de tamafio A
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