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PRZEZNACZENIE
Podtoze BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT stuzy do hodowli Mycobacterium tuberculosis oraz innych gatunkow pratkéw.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT to podtoze na bazie jaj zawierajgce antybiotyki. Norma DIN 58943-3 ,Diagnostyka
gruzlicy — Czes¢ 3: Wykrywanie pratkow metodami hodowlanymi” zaleca stosowanie podtoza na bazie jaj uzupetnionego
antybiotykami, np. polimyksyng B w stezeniu 200 000 jednostek/L, amfoterycyng B w stezeniu 10 mg/L, karbenicyling w stezeniu
50 mg/L oraz trimetoprimem w stezeniu 10 mg/L (PACT).

Lowenstein pierwotnie opracowat podtoze do hodowli pratkéw zawierajgce czerwien Kongo i zielen malachitowg — barwniki
czesciowo hamujgce wzrost innych bakterii2:3. Barwniki te byty rowniez uzywane w podobny sposéb przez innych badaczy,

w szczegdlnosci Sonnenscheina# i Hohna5. W Stanach Zjednoczonych popularne byto podtoze zawierajgce fiolet metylowy,
opracowane przez Corpera® i Petroffa’, a takze podtoze Petragnaniego zawierajace zielen malachitowg. Obecna formuta,
opracowana przez Jensena8, charakteryzuje sie nieznacznie zmodyfikowang zawarto$cig cytryniandw i fosforandéw oraz
zwigkszonym stezeniem zieleni malachitowej i nie zawiera czerwieni Kongo.

W 1972 r. Mitchison i wsp. opracowali podtoze selektywne do hodowli pratkéw sktadajgce sie z podtoza Middlebrook and Cohn
7H10 Agar® z dodatkiem polimyksyny B, amfoterycyny B, karbenicyliny oraz mleczanu trimetoprimu. Podtoze BBL Lowenstein-
Jensen Medium + PACT zlozone jest z takich samych zwigzkéw selektywnych.

ZASADA PROCEDURY

Lowenstein-Jensen Medium Base ma stosunkowo prosty sktad, ktéry wymaga uzupetnienia, tak aby sprzyjat wzrostowi pratkow.
Przed zageszczeniem do podtoza dodawana jest mieszanka glicerolu i jaj. Substancje te sg zrodtem kwasoéw tluszczowych i biatek
metabolizowanych przez pratki. W wyniku koagulacji albumin jaj podczas sterylizacji powstaje state podtoze hodowlane. Dodana do
podtoza asparagina sprzyja inicjacji wzrostu oraz zwieksza jego szybkosé. Czesciowe zahamowanie wzrostu bakterii nastepuje w
obecnosci zieleni malachitowe;j.

Swojg selektywnos¢ pozywka BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT zawdzigcza obecnosci w swoim sktadzie polimyksyny B,
amfoterycyny B, karbenicyliny oraz mleczanu trimetoprimu. Karbenicylina to penicylina syntetyczna dziatajgca bakteriobojczo na
gatunki Gram-ujemne, zwlaszcza Pseudomonas aeruginosa i Proteus sp., poprzez hamowanie syntezy $cian komérkowych10.
Polimyksyna B to antybiotyk polipeptydowy hamujgcy wzrost bakterii Gram-ujemnych poprzez niszczenie ich bton komoérkowych,
co powoduje zmiane przepuszczalnosci komorek!0. Amfoterycyna B to antybiotyk hamujgacy wzrost grzybow w wyniku zmiany
przepuszczalnosci bton komérkowych zawierajgcych cholesterol lub ergosterol, a tym samym umozliwiajgcy przenikanie do
komorek réznych zwigzkdéw drobnoczgsteczkowych!. Trimetoprim hamuje synteze kwasu foliowego w komorkach bakterii Gram-
dodatnich, ktére wymagajg kwasu foliowego2.

ODCZYNNIKI

BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT
Przyblizony sktad* w przeliczeniu na litr podtoza
Skrobia ziemniaczana
L-asparaging ..........cccoveueeeriieeennnns

Jednozasadowy fosforan potasu ...........cccceeeeeiiienenicinenn, 1,559
Cytrynian SOAU ......cccuiiiiiiiieiiieie e
Zielen malachitowa ..........
Siarczan (V1) magnezu ....
Glicerol .......ccccooeviiinnennnn.
Jaja (PEINE).. oo
WO0da OCZYSZCZONA........uveiiiiiieiiiee et

Polimyksyna B 200 000,00 I.U.
Amfoterycyna B ..o 10,00 mg
Karbenicylina .........cccoiiiiiiiiiee 100,00 mg
TriMEtOPIIM ..o 10,00 mg

*Skorygowany i/lub uzupetniony zgodnie z wymaganiami kryteriéw dziatania.

Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci
Do stosowania w diagnostyce in vitro.
Probéwki z ciasno dopasowanymi zatyczkami nalezy otwiera¢ ostroznie, aby unikng¢ obrazen spowodowanych peknieciem szkta.

W prébkach moga by¢ obecne drobnoustroje patogenne, takie jak wirusy zapalenia watroby i wirus HIV. Podczas pracy ze wszelkimi
materiatami skazonymi krwig i innymi ptynami ustrojowymi nalezy przestrzega¢ ,Standardowych $rodkéw ostroznosci”13-16 oraz
wytycznych obowigzujgcych w danej placéwce. Pojemniki na prébki oraz inne skazone wyposazenie i materiaty nalezy przed
wyrzuceniem poddac¢ sterylizacji w autoklawie.



Jezeli kontakt z prébkami klinicznymi nie obejmuje czynnos$ci zwigzanych z wytwarzaniem aerozolu, np. sporzadzania rozmazéw
kwasoopornych, wéwczas dla praktyk, procedur, zabezpieczen i wyposazenia obowigzujg normy bezpieczenstwa biologicznego
na poziomie 2. Wszystkie czynnosci powodujace wytwarzanie aerozolu muszg by¢é wykonywane w pomieszczeniach spetniajacych
normy bezpieczenstwa biologicznego klasy | lub Il. W przypadku prac laboratoryjnych zwigzanych z reprodukowaniem i obrébkag
hodowli M. tuberculosis i M. bovis obowigzkowe jest przestrzeganie zasad i uzycie wyposazenia ochronnego wiasciwego dla
poziomu 3 bezpieczenstwa biologicznego (Biosafety Level 3). Réwniez badania probek pochodzenia zwierzecego wymagajg
zastosowania procedur specjalnych's,

Instrukcja przechowywania

Otrzymane probdwki umiesci¢ i przechowywa¢ w ciemnym miejscu, w temperaturze 2—-8 °C. Unika¢ zamrazania i przegrzewania.
Nie otwiera¢ do chwili uzycia. W pozywkach przechowywanych do momentu uzycia w probéwkach, zgodnie z instrukcjami podanymi
na etykiecie, mozna wykonywac posiewy do dnia okreslonego terminem waznosci, a nastepnie prowadzi¢ inkubacje przez zalecany
czas. Do minimum ogranicza¢ kontakt ze Swiattem.

Pogorszenie jakosci produktu

Nie uzywacé probowek, jezeli sg widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego, odbarwienia, wyschniecia lub inne, $wiadczace o
pogorszeniu jakosci.

POBIERANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

Probki przeznaczone do hodowli mozna przygotowywaé réznymi technikami. Szczegdtowe informacje mozna znalez¢ w stosowne;j
literaturze!7.18, Prébki nalezy pobiera¢ przed podaniem czynnika przeciw drobnoustrojom. Konieczne jest zapewnienie szybkiej
dostawy do laboratorium.

PROCEDURA

Dostarczane materialy: Lowenstein-Jensen Medium + PACT

Materiaty wymagane, ale niedostarczane: Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki, szczepy do kontroli jakosci i sprzet
laboratoryjny wymagany do wykonania tej procedury.

Procedura testowa: Stosowac techniki aseptyczne.

Procedury testowe sg identyczne z zalecanymi przez Osrodki Kontroli i Zapobiegania Chorobom (CDC) do pierwszej izolacji z
prébek zawierajgcych pratki’®. Zalecane jest uzycie wodorotlenku N-acetylo-L-cysteino sodowego (NALC-NaOH) w charakterze
delikatnego, lecz skutecznego $rodka trawigcego i odkazajgcego. Szczegotowe instrukcje odkazania i prowadzenia hodowli mozna
znalez¢ w stosownej literaturze18-21,

Po zaszczepieniu pojemniki testowe nalezy przechowywaé w miejscu ostonietym przed Swiattem, w odpowiednim systemie
zapewniajgcym atmosfere tlenowg o podwyzszonej zawartosci dwutlenku wegla (od 5% do 10%). Inkubowac w temperaturze 35 + 2 °C.
Podtoza nalezy inkubowaé w ptaszczyznie poziomej, az do wchtoniecia inokulum. Przez pierwsze 3 tygodnie zakretki probowek
powinny by¢ poluzowane, co umozliwi obieg dwutlenku wegla i zainicjowanie wzrostu. P6Zniej probowki nalezy zakrecié, aby
zapobiec odwodnieniu; raz w tygodniu na krétko rozszczelniac. Jesli ilos¢ dostepnego miejsca jest ograniczona, probéwki mozna
postawic pionowo.

UWAGA: Kultury ze zmian skornych, co do ktorych podejrzewa sie, ze zawierajg bakterie M. marinum lub M. ulcerans, nalezy

w celu pierwszej izolacji inkubowa¢ w temperaturze 25-33 °C. Kultury, w ktérych podejrzewa sie obecnos¢ bakterii M. avium lub
M. xenopi, wzrastajg optymalnie w temperaturze 40—42 °C19. Duplikat hodowli inkubowaé¢ w temperaturze 35-37 °C.

KONTROLA JAKOSCI PRZEZ UZYTKOWNIKA
1. Zaszczepi¢ na skosnych podtozach Lowenstein-Jensen hodowle macierzyste odpowiednich szczepdw pratkéw, uzywajac
sterylnych pateczek.
2. Inkubowa¢ probdéwki z poluzowanymi nakretkami w atmosferze tlenowej wzbogaconej dwutlenkiem wegla, w temperaturze
35 + 2 °C, az do uzyskania intensywnego wzrostu (zwykle po 2—3 tygodniach).
3. Zebra¢ wyhodowane kultury za pomocg sterylnego, zaostrzonego aplikatora. Delikatnie zbiera¢ komorki z powierzchni podtoza,
uwazajac, by nie zagarng¢ podtoza razem
z zebranym materiatem komoérkowym.
A.W przypadku szczepu Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177:
1) Przenie$¢ hodowle do 5,0 mL pozywki Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol
w sterylnej szklanej probowce z zakretkg zawierajgcej sterylne paciorki szklane.

2) Dobrze odwirowac (przez kilka minut), tak aby zawiesina nie zawierata duzych zgrupowan.
3) Poréwnaé zawiesing ze wzorcem nefelometrycznym McFarland nr 1. Zawiesina powinna by¢ bardziej metna niz wzorzec.
4) Umiesci¢ probowke w statywie i pozostawi¢ na 2—-3 h w temperaturze pokojowej, aby wieksze czgstki osiadly na dnie.
5) Przenies¢ supernatant do sterylnego pojemnika.
)

(2]

Skorygowa¢ zmetnienie zawiesiny do wzorca McFarland nr 1, powoli dodajgc sterylng pozywke Middlebrook 7H9 Broth
with Glycerol. Energicznie wstrzasna¢.

7) Przed uzyciem rozcienczy¢ do 105 CFU/mL. Dobrze wymieszaé i wykonac posiew pozywki testowej za pomoca ezy
kalibrowanej (0,01 mL).



B. W przypadku wszystkich innych szczepéw pratkéw:

1) Przenie$¢ hodowle do sterylnej 50 mL zakrecanej probowki do wiréwek, zawierajgcej od 8 do 12 sterylnych paciorkéw
szklanych (o $rednicy 2 mm) i 5 mL rozcienczalnika do hodowli pratkéw przygotowanego w nastepujacy sposoéb:

a. Wymieszac¢ nastepujgce sktadniki w butelce o pojemnosci 1 L i skorygowaé pH do 6,7-7,0 1N wodorotlenkiem sodu:

Albumina surowicy wotowej (bez kwaséw ttuszczowych) 1,09
Polisorbat 80 0,1 mL
Woda oczyszczona 500,0 mL

b. Poddac sterylizacji, przesaczajac przez btone (filtr 0,2 p).
c. Stosujac technike aseptyczng, rozla¢ po 5,5 mL do sterylnych probéwek z zakretkami.

2) Za pomocg aplikatora wytworzy¢ emulsje hodowli pratkow na $ciankach bocznych zakrecanej probdwki do wiréwek.
Wymiesza¢ hodowle z rozcienczalnikiem.

3) Zakreci¢ probowke i wirowac przez okoto 10 minut, az do wytworzenia zawiesiny bakterii niezawierajgcej duzych zgrupowan.

4) Dodac¢ 15 mL sterylnego rozcienczalnika do hodowli pratkéw i doktadnie wymieszac.

5) Poréwnac zawiesine ze wzorcem nefelometrycznym McFarland nr 1. Zawiesina powinna by¢ bardziej metna niz wzorzec.

6) Umiesci¢ probdwke w statywie i pozostawi¢ na 2—3 h w temperaturze pokojowej, aby wieksze czastki osiadty na dnie.

7) Odessac¢ supernatant i przenies¢ do sterylnego pojemnika. Zawiesina musi by¢ bardziej metna od wzorca McFarland nr

1 i nie moze zawiera¢ duzych czgstek. Jesli nadal obecne sg duze czgstki, wymieszaé zawiesineg i pozostawic¢ bez ruchu
na 1 h. Przenie$¢ supernatant do sterylnego pojemnika.

8) Skorygowac zmetnienie zawiesiny do wzorca McFarland nr 1, powoli dodajgc sterylny rozcienczalnik do pratkéw.
Energicznie wstrzgsnaé.

9) Rozla¢ porcje zawiesiny do fiolek przystosowanych do zamrazania, opatrzonych etykietami z nazwg drobnoustrojow i
datg sporzadzenia.

10) Zamrozi¢ zawiesiny, umieszczajac fiolki w chtodziarce niskotemperaturowej, w temperaturze —60 °C. Fiolki mozna
przechowacé przez okres maks. 6 miesiecy.

11) Gdy bedzie potrzebna, wyjgé zamrozong fiolke z chtodziarki i szybko rozmrozi¢ zawarto$¢, umieszczajgc probowke w
tazni wodnej o temperaturze od 30 do 35 °C. Przed uzyciem rozcienczy¢ do 105 CFU/mL. Dobrze wymieszac i wykona¢
posiew pozywki testowej za pomoca ezy kalibrowanej (0,01 mL).

4. Inkubowac¢ probdéwki z poluzowanymi zakretkami, w temperaturze 35 + 2 °C, w atmosferze tlenowej wzbogaconej dwutlenkiem wegla.
5. Po 7,14 i21 dniach skontrolowaé¢ probowki, oceniajgc stopien wzrostu, selektywnos¢ i zabarwienie.
6. Oczekiwane wyniki

DROBNOUSTROJE HODOWLA

Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC 25177 Dobra

Mycobacterium kansasii, grupa | ATCC 12478 Dobra

Mycobacterium fortuitum, grupa IV ATCC 6841 Dobra

Escherichia coli ATCC 25922 Wzrost zahamowany czesciowo lub catkowicie

Nalezy postepowac zgodnie z obowigzujgcymi wymogami kontroli jakosci, wynikajgcymi z przepiséw miejscowych, krajowych i (lub)
federalnych, wymogami akredytacji i rutynowymi procedurami kontroli jako$ci w danym laboratorium. Zaleca sie, aby uzytkownik
stosowat sie do odpowiednich zalecen CLSI i przepiséw CLIA, dotyczacych sposobéw kontroli jakosci.

WYNIKI

Hodowle nalezy obserwowac przez 5-7 dni od posiewu, a potem raz w tygodniu, maksymalnie przez 8 tygodni.

Zanotowac spostrzezenia:

1. Liczbe dni, po jakiej kolonie staty sie widoczne makroskopowo. Szczepy szybko wzrastajgce tworza dojrzate kolonie przed
uptywem 7 dni; dojrzate kolonie szczepdw wolno wzrastajgcych powstajg po wiecej niz 7 dniach.

2. Odbarwienie
Biate, $mietankowe lub btyszczgce = niechromogenne (NC)
Cytrynowe, zotte, pomaranczowe, czerwone = chromogenne (Ch)
Na wybarwionych wymazach mogg pojawiac sie laseczki kwasooporne. Do czasu przeprowadzenia ostatecznych testéw nalezy
je w dokumentacji identyfikowac wytacznie jako ,laseczki kwasooporne”.
OGRANICZENIA PROCEDURY

Do identyfikacji niezbedne sg czyste kultury drobnoustrojéw. W celu ostatecznej identyfikacji nalezy przeprowadzi¢ badania
morfologiczne, biochemiczne i/lub serologiczne. Szczegdtowe informacje i opisy zalecanych procedur mozna znalez¢ w stosownej
literaturze17.18,22,

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW

Wszystkie partie podioza Lowenstein-Jensen Medium + PACT sg fabrycznie testowane pod katem okreslonych wtasciwosci. Za
pomocg ezy kalibrowanej (0,01 mL) w probkach jest wykonywany posiew nastepujgcych hodowli rozcienczonych do 103 CFU na
0,01 mL: Mycobacterium kansasii z grupy | (ATCC 12478), M. fortuitum z grupy IV (ATCC 6841) i M. tuberculosis (ATCC 25177).
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W taki sam sposob jest wykonywany posiew hodowli Escherichia coli (ATCC 25922) rozcienczonej do 104 CFU na 0,01 mL. Po
wykonaniu posiewu probéwki z poluzowanymi zakretkami sg inkubowane w temperaturze 35 + 2 °C i w atmosferze wzbogacone;j
dwutlenkiem wegla (5-10% ). Po 7, 14 i 21 dniach probowki sg kontrolowane pod katem stopnia wzrostu i zabarwienia. Wszystkie
pratki wykazujg umiarkowany lub intensywny wzrost przed uptywem 21 dni. Typowa morfologia kolonii: M. kansasii tworzy

gtadkie kolonie o kolorze $mietankowym (jesli wzrasta w ciemnosci), ktére po wystawieniu na swiatto staja sie cytrynowozétte/
pomaranczowe; kolonie M. tuberculosis i M. fortuitum majg kolor $mietankowy (M. fortuitum moze zielenie¢ w wyniku wchfaniania
barwnika). E. coli nie wykazuje wzrostu lub wykazuje dobry wzrost po 14 dniach inkubaciji.

DOSTEPNOSC

Nr kat. Opis
220502 BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT, pojemnik zawierajgcy 100 probéwek o rozmiarze A
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