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UTILIZARE SPECIFICĂ
BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT (Mediul Lowenstein-Jensen) este utilizat pentru cultivarea Mycobacterium tuberculosis şi 
a altor specii de micobacterii.

REZUMAT ŞI EXPLICAŢII 
BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT este un mediu cu substrat de ou care conţine antimicrobiene. Standardul DIN 58943-
3 „Diagnosticul tuberculozei – Partea 3: Detectarea micobacteriilor prin metode de cultură” recomandă utilizarea unui mediu cu 
substrat de ou îmbogăţit cu antimicrobiene; de ex. polimixină B 200.000 unităţi/L, amfotericină B 10 mg/L, carbenicilină 50 mg/L şi 
trimetoprim 10 mg/L (PACT) pentru mediile de cultură cu substrat de ou.1
Iniţial, Lowenstein a formulat un mediu pentru cultivarea micobacteriilor, în care erau încorporate roşu de Congo şi verde malahit 
pentru inhibiţia parţială a altor bacterii.2,3 Aceşti coloranţi erau utilizaţi în mod asemănător de către alţi cercetători, dintre care trebuie 
menţionaţi Sonnenschein4 şi Hohn5. În Statele Unite erau populare mediile cu violet de genţiană concepute de Corper6 şi Petroff7, 
împreună cu mediul Petragnani care conţinea verde malahit. Formula actuală, dezvoltată de către Jensen8, are un conţinut uşor 
diferit de citrat şi de fosfat, nu conţine roşu de Congo şi are o concentraţie crescută de verde malachit.
În 1972, Mitchison et al. a dezvoltat un mediu selectiv pentru micobacterii adăugând polimixină B, amfotericină B, carbenicilină şi 
trimetoprim lactat în agar Middlebrook şi Cohn 7H10.9 Mediul Lowenstein-Jensen + PACT de la BBL utilizează aceeaşi combinaţie 
de agenţi selectivi.

PRINCIPIILE PROCEDURII
Substratul de mediu Lowenstein-Jensen este o formulă relativ simplă care necesită suplimentare pentru a susţine creşterea 
bacteriană. Anterior procesului de îngroşare sunt adăugate glicerol şi mixtură de ou. Aceste substanţe furnizează acizii graşi şi 
proteinele necesare metabolismului micobacteriilor. Coagularea albuminei din ou în cursul procesului de sterilizare furnizează 
un mediu solid potrivit pentru inoculare. Asparagina este adăugată pentru a favoriza iniţierea creşterii şi pentru a mări viteza de 
creştere. Inhibiţia parţială a bacteriilor este asigurată prin prezenţa colorantului verde malahit.
Natura selectivă a mediului BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT se datorează încorporării de polimixină B, amfotericină B, 
carbenicilină şi trimetoprim lactat în formula sa de preparare. Carbenicilina este o penicilină sintetică, având un efect bactericid 
asupra bacteriilor gram-negative, în special Pseudomonas aeruginosa şi Proteus sp., inhibând sinteza peretelui celular.10 Polimixina 
B este un antibiotic polipeptidic cu efect inhibitor pentru bacteriile gram-negative prin deteriorarea membranei plasmatice a acestora, 
ceea ce afectează permeabilitatea celulelor.10 Amfotericina B este un antibiotic heptanic, activ în inhibarea fungilor alterând 
permeabilitatea membranelor celulare, care conţine colesterol sau ergosterol, permiţând astfel pătrunderea în celulă a diverselor 
amestecuri micromoleculare.11 Trimetoprimul inhibă sinteza acidului folic la bacteriile gram-pozitive care necesită acid folic.12

REACTIVI
BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT
Formula aproximativă* pentru un litru de mediu
Amidon de cartofi.........................................................18,60  g
L-Asparagină .................................................................2,23 g
Fosfat de potasiu monobazic.........................................1,55 g
Citrat de sodiu ...............................................................0,37 g
Verde malachit ...............................................................0,25 g
Sulfat de magneziu ........................................................0,15 g
Glicerol ..........................................................................7,44 mL
Ouă integrale .............................................................620,00  mL
Apă purificată.............................................................373,00  mL
Polimixină B ........................................................200.000,00  U.I.
Amfotericină B .............................................................10,00  mg
Carbenicilină ..............................................................100,00 mg
Trimetoprim .................................................................10,00  mg
*Ajustată şi/sau suplimentată după cum este necesar pentru a îndeplini criteriile de performanţă.

Avertismente şi precauţii
În scopul diagnosticului in vitro.
Flacoanele cu capace bine fixate trebuie deschise cu atenţie pentru a evita rănirea ca urmare a spargerii sticlei.
În probele clinice pot fi prezente microorganisme patogene, inclusiv virusurile hepatice şi virusul imunodeficienţei umane. La 
manevrarea articolelor contaminate cu sânge sau cu alte lichide biologice trebuie respectate „Precauţiile standard”13-16 şi 
regulamentul instituţiei. Înainte de aruncare, sterilizaţi prin autoclavare recipientele probelor şi alte materiale contaminate.
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Practicile şi procedurile conforme nivelului 2 de siguranţă biologică, echipamentul de siguranţă şi facilităţile sunt necesare în 
timpul manipulărilor care nu produc aerosoli ale probelor clinice, precum prepararea frotiurilor acido-rezistente. Toate activităţile 
producătoare de aerosoli trebuie realizate într-o boxă pentru siguranţă biologică de clasă I sau II. Pentru activităţile care implică 
propagarea şi manipularea culturilor de M. tuberculosis şi a M. bovis sunt necesare conduita, echipamentul şi facilităţile de izolare 
pentru siguranţa biologică de nivel 3. Studiile pe animale necesită, de asemenea, proceduri speciale.15

Instrucţiuni de depozitare
La recepţie, depozitaţi flacoanele într-un loc întunecos, la o temperatură cuprinsă între 2 şi 8 °C. Evitaţi îngheţul şi supraîncălzirea. 
Deschideţi numai înainte de utilizare. Mediile ambalate în flacoane păstrate până la utilizare în condiţiile specificate pe etichetă pot fi 
inoculate până la data de expirare şi incubate pentru duratele recomandate de incubare. Reduceţi la minimum expunerea la lumină.

Deteriorarea produsului
Nu utilizaţi flacoanele dacă prezintă semne de contaminare microbiană, decolorare, deshidratare, fisuri sau alte semne de deteriorare.

COLECTAREA ŞI MANIPULAREA PROBELOR
Probele adecvate pentru cultivare pot fi manevrate utilizând tehnici variate. Pentru informaţii detaliate consultaţi textele 
corespunzătoare.17,18 Probele trebuie obţinute înainte de administrarea agenţilor antimicrobieni. Trebuie să se asigure livrarea 
promptă la laborator.

PROCEDURA
Materiale furnizate: Lowenstein-Jensen Medium + PACT
Materiale necesare, dar nefurnizate: Medii de cultură auxiliare, reactivi, organisme pentru controlul de calitate şi echipament de 
laborator necesar pentru această procedură.
Procedura de testare: Respectaţi tehnicile de asepsie.
Procedurile de testare sunt cele recomandate de către Centers for Disease Control and Prevention (CDC) pentru izolarea primară 
din probe care conţin micobacterii.19 Soluţia de N-acetil-L-cisteină - hidroxid de sodiu (NALC-NaOH) este recomandată ca fiind un 
agent de digestie şi decontaminare blând, dar eficient. Pentru instrucţiuni detaliate privind decontaminarea şi cultivarea, consultaţi 
bibliografia corespunzătoare.18-21

Ulterior inoculării, păstraţi recipientele de analiză ferite de lumină şi amplasaţi-le într-un sistem adecvat care să furnizeze o 
atmosferă aerobă, îmbogăţită cu dioxid de carbon în proporţie de 5-10%. Incubaţi la 35 ± 2 °C.
Mediile trebuie incubate în plan orizontal până la absorbirea inoculului. În primele 3 săptămâni flacoanele trebuie să aibă capacele 
slăbite pentru a permite circulaţia dioxidului de carbon în vederea iniţierii creşterii. Ulterior, strângeţi capacele pentru a preveni 
deshidratarea; slăbiţi-le pentru perioade scurte o dată pe săptămână. Dacă spaţiul reprezintă o problemă, flacoanele pot sta vertical.
NOTĂ: Culturile provenite din leziuni ale tegumentului şi suspectate a fi M. marinum sau M. ulcerans trebuie incubate la 25 până 
la 33 °C în vederea izolării primare; culturile suspectate a conţine M. avium sau M. xenopi prezintă creşterea optimă la 40 până la 
42 °C.19 Incubaţi un eşantion din aceeaşi cultură la 35 până la 37 °C.

CONTROLUL CALITĂŢII EFECTUAT DE UTILIZATOR
1. Inoculaţi mediile înclinate Lowenstein-Jensen cu tulpini micobacteriene relevante provenite din stocurile de cultură, utilizând 

aplicatoare sterile.
2. Incubaţi flacoanele cu capacele slăbite, la 35 ± 2 °C în atmosferă aerobă suplimentată cu dioxid de carbon, până la obţinerea 

unei creşteri substanţiale (de obicei în 2 până la 3 săptămâni).
3. Recoltaţi coloniile cu un aplicator ascuţit steril prin îndepărtarea blândă a celulelor de pe suprafaţa mediului, fără a preleva şi 

mediu de cultură.
 A. Pentru Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177:

1) Transferaţi coloniile recoltate într-un flacon de sticlă steril cu capac cu filet şi perle de sticlă sterile conţinând 5,0 mL 
bulion Middlebrook 7H9 cu glicerol.

2) Amestecaţi bine prin rotire (câteva minute) până când suspensia nu mai conţine aglomerări mari.
3) Comparaţi această suspensie cu standardul nefelometric McFarland #1. Turbiditatea suspensiei trebuie să fie mai mare 

decât a standardului.
4) Lăsaţi flaconul într-un stativ timp de 2 până la 3 h la temperatura camerei pentru a permite sedimentarea particulelor mari.
5) Transferaţi supernatantul într-un recipient steril.
6) Ajustaţi turbiditatea suspensiei la standardul McFarland #1 prin adăugarea lentă de bulion steril Middlebrook 7H9 cu 

glicerol. Agitaţi bine.
7) Înainte de utilizare diluaţi până la 105 UFC/mL. Amestecaţi bine şi inoculaţi prin striere cu o ansă calibrată de 0,01 mL.

 B. Pentru toate celelalte tulpini de micobacterii:
1) Transferaţi coloniile recoltate într-un flacon steril de 50 mL pentru centrifugare, cu capac cu filet şi cu 8 până la 12 perle 

de sticlă sterile (cu diametru de 2 mm ) conţinând 5 mL de diluant pentru micobacterii preparat astfel:
a. Amestecaţi următoarele ingrediente într-un balon de 1 L şi ajustaţi pH-ul, utilizând hidroxid de sodiu 1N, până la valori 

între 6,7 şi 7,0: 
Albumină bovină (fără acizi graşi) 1,0 g 
Polisorbat 80 0,1 mL 
Apă purificată 500,0 mL

b. Sterilizaţi prin filtrare membranară (filtru de 0,2 µ).
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c. Repartizaţi aseptic câte 5,5 mL în flacoane sterile cu capace cu filet.
2) Emulsionaţi coloniile micobacteriene cu aplicatorul pe peretele lateral al tubului de centrifugare cu capac cu filet. 

Amestecaţi coloniile cu diluant.
3) Astupaţi flaconul şi amestecaţi prin rotire timp de aproximativ 10 min până la obţinerea unei suspensii uniforme, fără 

aglomerări mari.
4) Adăugaţi 15 mL de diluant steril pentru micobacterii şi amestecaţi bine.
5) Comparaţi această suspensie cu standardul nefelometric McFarland #1. Turbiditatea suspensiei trebuie să fie mai mare 

decât a standardului.
6) Lăsaţi flaconul într-un stativ timp de 2 până la 3 h la temperatura camerei pentru a permite sedimentarea particulelor mari.
7) Aspiraţi supernatantul şi transferaţi-l într-un recipient steril. Suspensia trebuie să aibă o turbiditate mai mare decât 

standardul McFarland #1 şi să nu conţină particule mari. În cazul prezenţei unor particule mari, amestecaţi şi lăsaţi pentru 
încă 1 h. Transferaţi supernatantul într-un recipient steril.

8) Ajustaţi turbiditatea suspensiei la standardul McFarland #1 prin adăugarea lentă de diluant pentru micobacterii. Agitaţi bine.
9) Distribuiţi alicote din suspensie în fiole pentru congelare etichetate cu identitatea microorganismului şi data preparării.
10) Congelaţi suspensiile din fiole prin introducerea acestora într-un congelator pentru temperaturi scăzute la -60 °C. Fiolele 

pot fi păstrate până la 6 luni.
11) În scopul utilizării, scoateţi fiolele din congelator şi dezgheţaţi conţinutul rapid prin introducerea flacoanelor în băi de apă 

la 30 până la 35 °C. Înainte de utilizare diluaţi până la 105 UFC/mL. Amestecaţi bine şi inoculaţi prin striere cu o ansă 
calibrată de 0,01 mL.

4. Incubaţi flacoanele cu capacele slăbite la 35 ± 2 °C în atmosferă aerobă suplimentată cu dioxid de carbon.
5. Examinaţi flacoanele la 7, 14 şi 21 zile în vederea evaluării creşterii, selectivităţii şi pigmentării.
6. Rezultate estimate

ORGANISM RECUPERARE
Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC 25177 Bună
Mycobacterium kansasii, Grup I ATCC 12478 Bună
Mycobacterium fortuitum, Grup IV ATCC 6841 Bună
Escherichia coli ATCC 25922 Inhibiţie parţială spre completă

Cerinţele controlului de calitate trebuie efectuate conform reglementărilor locale, naţionale şi/sau federale în vigoare sau cerinţelor 
de acreditare şi procedurilor de laborator standard pentru controlul de calitate. Se recomandă ca utilizatorul să apeleze la ghidurile 
adecvate CLSI şi reglementările CLIA pentru tehnici adecvate ale controlului calităţii.

REZULTATE
Culturile trebuie interpretate în 5 până la 7 zile de la inoculare şi în continuare săptămânal timp de până la 8 săptămâni.
Observaţii înregistrate:
1. Numărul de zile până când coloniile devin vizibile macroscopic. Coloniile cu creştere rapidă dezvoltă colonii mature în 7 zile; 

cele cu creştere lentă necesită mai mult de 7 zile pentru a forma colonii mature.
2. Producerea de pigmenţi 

Albe, alb-gălbui sau galben închis = necromogene (NC) 
Citron, galbene, portocalii, roşii = cromogene (Cr)

 Coloraţiile frotiurilor pot indica bacili acido-rezistenţi, care sunt raportaţi numai ca „bacili acido-rezistenţi” dacă nu sunt efectuate 
teste definitive.

LIMITĂRILE PROCEDURII
Pentru a fi identificate, microorganismele trebuie să provină din culturi pure. Pentru identificarea finală trebuie efectuate 
teste morfologice, biochimice şi/sau serologice. Pentru informaţii detaliate şi proceduri recomandate, consultaţi textele 
corespunzătoare.17, 18, 22

CARACTERISTICI DE PERFORMANŢĂ
Caracteristicile produselor sunt testate înainte de scoaterea pe piaţă pentru toate loturile de Lowenstein-Jensen Medium + PACT. Utilizând 
o ansă calibrată de 0,01 mL, probele sunt inoculate prin striere cu următoarele culturi diluate astfel încât să conţină 103 unităţi formatoare 
de colonii (UFC) la fiecare 0,01 mL de Mycobacterium kansasii Grup I (ATCC 12478), M. fortuitum Grup IV (ATCC 6841) şi M. tuberculosis 
(ATCC 25177); Escherichia coli (ATCC 25922) este diluată astfel încât să conţină 104 UFC la 0,01 mL şi este inoculată în acelaşi mod. 
După inoculare, flacoanele sunt incubate cu capacele slăbite, la 35 ± 2 °C în atmosferă suplimentată cu dioxid de carbon în proporţie 
de 5 – 10%. Flacoanele sunt interpretate în ceea ce priveşte creşterea şi pigmentarea după o incubare de 7, 14 şi 21 de zile. Toate 
micobacteriile prezintă o creştere moderată spre puternică după 21 zile. Morfologia coloniilor este următoarea: M. kansasii prezintă colonii 
omogene de culoare crem în condiţii de creştere în întuneric, devenind galben citron deschi până la oranj când sunt expuse la lumină: 
M. tuberculosis şi M. fortuitum sunt de asemenea de culoare crem (M. fortuitum se poate înverzi din cauza absorbţie de colorant). E. coli 
înregistrează absenţa creşterii până la creştere moderată după 14 zile de incubare. 
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DISPONIBILITATE
Nr. cat.  Descriere
220502 BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT, cutie de 100 flacoane mărimea A
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