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KVALITETSKONTROLPROCEDURER (Valgfrit) 

I INDLEDNING 
Lowenstein-Jensen-medium anvendes til isolering og dyrkning af mycobakterier. Mediet anvendes 
i agarrør til den semikvantitative katalasetest som hjælp til klassificering af mycobacterier. 

II FUNKTIONSTESTPROCEDURE 
A. Procedure til præparation af inokulater 

1. Inokuler Lowenstein-Jensen-medium i skråagar med stamkulturer af de pågældende 
mycobakteriestammer ved hjælp af sterile inokuleringspinde. 

2.  Inkuber rør med løsnede låg i aerob atmosfære tilsat carbondioxid ved 35 ± 2 °C, indtil der 
opnås kraftig vækst (sædvanligvis inden for to-tre uger). 

3.  Høst kolonimassen med en steril, skærpet applikatorpind ved forsigtigt at fjerne cellerne 
fra overfladen af mediet, uden at dyrkningsmedium skrabes af sammen med kolonimassen. 
a.  Ved Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177: 

(1) Overfør kolonimassen til et sterilt rør med skruelåg indeholdende sterile 
glasperler og 5,0 mL Middlebrook 7H9-bouillon med glycerol.  

(2) Slyng røret omhyggeligt (i flere minutter), indtil suspensionen er fri for store 
klumper. 

(3) Sammenlign suspensionen med en McFarland-nefelometerstandard #1. 
Suspensionen skal være mere uklar end standarden. 

(4) Lad glasset stå i stativ i 2–3 timer ved rumtemperatur, for at større partikler kan 
bundfældes. 

(5) Overfør supernatanten til en steril beholder. 
(6) Juster suspensionens uklarhed, til den svarer til McFarland-standard #1, ved 

langsomt at tilsætte steril Middlebrook 7H9-bouillon med glycerol. Omryst 
grundigt. 

(7) Fortynd til 105 CFU/mL før brug. Bland suspensionen godt, og inokuler den på 
testmediet ved strygning med en 0,01 mL kalibreret podenål med øje. 

b.  Ved alle andre mycobacteriestammer: 
(1) Overfør kolonimassen til et sterilt 50 mL centrifugerør med skruelåg, 

indeholdende  
8 til 12 sterile glasperler (diameter 2 mm) og 5 mL fortyndingsmedium til 
mycobakterier, fremstillet på følgende måde: 

• Bland følgende ingredienser i en 1-liters kolbe, og juster pH til 6,7 til 7,0 med  
1N natriumhydroxid  

 Bovint albumin (fedtsyrefrit) ........................................................... 1,0 g 
 Polysorbat 80 .................................................................................... 0,1 mL 
 Renset vand .................................................................................. 500 mL 
• Steriliser ved membranfiltrering (0,2 µ filter) 
• Overfør aseptisk i mængder a 5,5 mL til sterile rør med skruelåg. 

(2) Benyt en applikatorpind til at emulgere kolonimassen af mycobakterier på 
sidevæggen af et centrifugerør med skruelåg. Bland kolonimassen med 
fortyndingsmediet. 

(3) Sæt låget på røret, og slyng det i ca. 10 minutter, til kolonimassen er godt 
opslæmmet og fri for store klumper. 

(4) Tilsæt 15 mL steril fortyndingsvæske til mycobakterier, og bland grundigt. 
(5) Sammenlign suspensionen med en McFarland-nefelometerstandard #1. 

Suspensionen skal være mere uklar end standarden. 
(6) Lad glasset stå i stativ i 2-3 timer ved rumtemperatur, for at større partikler kan 

bundfældes. 
(7) Aspirer supernatanten og overfør den til en steril beholder. Suspensionen skal 

være mere uklar end en McFarland-standard #1 og fri for store partikler. Er der 



L007464   Dansk 2 

store partikler tilstede, skal suspensionen blandes og derefter henstå i yderligere 
en time. Overfør supernatanten til en steril beholder. 

(8) Juster suspensionens uklarhed, så den svarer til McFarland-standard #1, ved 
langsomt at tilsætte sterilt fortyndingsmedium til mycobakterier. Omryst 
grundigt. 

(9) Overfør alikvoter af suspensionen i kryo-hætteglas, der er mærket med 
organismernes identitet og fremstillingsdatoen. 

(10) Frys suspensionerne ved at stille hætteglassene i en lavtemperaturfryser ved  
–60 °C. Hætteglassene kan opbevares i indtil seks måneder. 

(11) Tag det frosne hætteglas ud af fryseren, når suspensionen skal bruges, og optø 
indholdet i vandbad ved 30 til 35 °C. Fortynd til 105 CFU/mL før brug. Bland 
suspensionen godt, og inokuler den på testmediet ved strygning med en 0,01 mL 
kalibreret podepind med øje. 

B. Procedurer til testning af medier 
Agarrør med Lowenstein-Jensen-medium 
1. Inokuler de kulturer, der er fremstillet som beskrevet ovenfor, på overfladen med en steril  

0,01 mL engangspodenål med øje. 
2. Inkuber rørene med løstsiddende låg ved 35 ± 2 °C i aerob atmosfære suppleret med 

carbondioxid. 
3. Efter 14 dages inkubering tilsættes hver kultur 1,0 mL polysorbat 80-peroxidblanding, 

fremstillet på følgende måde: 
a. 30 % hydrogenperoxid. Opbevares i køleskab. 
b. 10 % polysorbat 80, fremstillet på følgende måde: 

(1)  Bland 10 mL polysorbat 80 med 90 mL renset vand. 
(2)  Autoklavér ved 121 °C i 10 minutter. 
(3)  Opbevares i køleskab. 

c. Bland de to opløsninger i lige store mængder umiddelbart før testen udføres. 
4. Lad kulturerne stå i opret stilling i 5 minutter ved rumtemperatur. 
5.  Mål søjlehøjden af bobler (i mm) over mediets overflade. 
6.  Forventede resultater 

Søjlehøjde af bobler over 45 mm. 
*Mycobacterium kansasii, gruppe I 
ATCC 12478 
Mycobacterium scrofulaceum, gruppe II 
ATCC 19981 
Mycobacterium fortuitum, gruppe IV 
ATCC 6841 

Søjlehøjde af bobler under 45 mm. 
*Mycobacterium tuberculosis 
H37Ra ATCC 25177 
Mycobacterium intracellulare, gruppe III 
ATCC 13950 
*Anbefalet organismestamme til brugerkvalitetskontrol. 

Lowenstein-Jensen-medium i skråagar og flasker 
1. Inokuler repræsentative prøver med de nedenfor angivne kulturer. 

a. Inokuler skråagar eller flasker med de mycobakteriekulturer, der er fremstillet som 
beskrevet ovenfor, ved hjælp af kalibrerede, sterile 0,01 mL engangspodenåle med øje. 

b. Inkuber beholderne med løstsiddende låg ved 35 ± 2 °C i aerob atmosfære suppleret 
med carbondioxid. 

2. Undersøg rørene eller flaskerne efter 7, 14 og 21 dage for vækst, selektivitet og 
pigmentering. 

3. Forventede resultater 
a. Ved Lowenstein-Jensen-medium 

CLSI-kontrolorganismer (ATCC-stammer) 
*Mycobacterium tuberculosis ................. Vækst 
H37Ra (25177) 
*Mycobacterium kansasii, ....................... Vækst 
Gruppe I (12478) 
*Mycobacterium scrofulaceum, .............. Vækst 
Gruppe II (19981) 
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*Mycobacterium intracellulare, .............. Vækst 
Gruppe III (13950) 
*Mycobacterium fortuitum, .................... Vækst 
Gruppe IV (6841) 

b. Ved Lowenstein-Jensen-medium med 5 % natriumchlorid 
*Mycobacterium fortuitum ..................... Vækst 
ATCC 6841 
*Mycobacterium kansasii ...................... Ingen vækst 
ATCC 12478 
*Anbefalet organismestamme til brugerkvalitetskontrol. 

III YDERLIGERE KVALITETSKONTROL 
1. Undersøg rør eller glas som beskrevet under "Produktforringelse". 
2. Undersøg repræsentative rør eller flasker visuelt for at sikre, at eventuelle eksisterende fysiske 

defekter ikke vil påvirke anvendelsen. 
3. Kontrollér potentiometrisk ved rumtemperatur, at pH er inden for specifikationen 7,0 ± 0,2. 
4. Inkuber uinokulerede repræsentative rør eller flasker ved 20 til 25 °C og 30 til 35 °C, og 

undersøg dem efter 7 og 14 dage for mikrobiel kontaminering. 

PRODUKTINFORMATION 

IV TILSIGTET BRUG 
Lowenstein-Jensen-medium anvendes til dyrkning af Mycobacterium tuberculosis og andre 
mycobakteriearter. 

V RESUMÉ OG FORKLARING 
Lowenstein sammensatte oprindelig til dyrkning af mycobacterier et medium, der indeholdt 
congorødt og malachitgrønt til delvis hæmning af andre bakterier.1,2 Samme farvestoffer blev på 
tilsvarende måde anvendt af andre undersøgere, således Sonnenschein3 og Hohn4. I USA fik 
Corpers5 and Petroffs6 gentianviolet-medier udbredelse i lighed med Petragnanis medium, der 
indeholdt malachitgrønt. Den nuværende sammensætning, der er udviklet af Jensen7, har ikke 
helt samme indhold af citrat og phosphat, indeholder ikke congorødt og har større indhold af 
malachitgrønt. 

Produkter med Lowenstein-Jensen-medium, fremstillet af BBL, omfatter skråagar-rør til generel 
brug ved dyrkning af Mycobacterium, flasker, som bruges, når større overfladeareal er nødvendigt, 
og agarrør til den semi-kvantitative katalasetest. Sidstnævnte metode, der er udviklet af Wayne8, 
er nyttig til klassificering af mycobacterier. 

Derudover leveres mediet tilsat 5 % natriumchlorid, da evnen til at tåle 5 % natriumchlorid er 
karakteristisk for visse af mycobakteriestammer (f.eks. M. fortuitum og M. chelonae subsp. 
abscessus).9 De fleste hurtigtvoksende mycobakterier, de langsomtvoksende M. triviale og visse 
stammer af M. flavescens vokser ligeledes på NaCl-holdige medier. Den manglende evne af  
M. chelonae subsp. chelonae til at vokse gør den lettere at skelne fra andre medlemmer af  
M. fortuitum-gruppen (f.eks. M. chelonae subsp. abscessus).9,10 

VI METODENS PRINCIPPER 
Lowenstein-Jensen Medium Base har en forholdsvis simpel sammensætning, der må suppleres for 
at støtte væksten af mycobakterier. En blanding af glycerol og æg tilsættes inden størkning. 
Derved tilføres fedtsyrer og protein, der er nødvendigt for mycobakteriers stofskifte. Ved 
koagulationen af æggealbumin under steriliseringen fås et fast medium til inokuleringsbrug. 

VII REAGENSER 
Lowenstein-Jensen-medium 
Omtrentlig sammensætning* pr. 600 mL renset vand 
Monokaliumfosfat  .......................................................... 2,5  g 
Magnesiumsulfat  ............................................................ 0,24 g 
Natriumcitrat  .................................................................. 0,6  g 
L-asparagin  ..................................................................... 3,6  g 
Kartoffelmel  ................................................................. 30,0  g 
Malachitgrønt  ................................................................. 0,4  g 
Glycerol .......................................................................... 12,0  mL 
Hele æg  ..................................................................... 1000,0  mL  
*Justeret og/eller suppleret som påkrævet for at opfylde funktionskriterier. 
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Lowenstein-Jensen-medium med 5 % natriumchlorid indeholder ovenstående stoffer samt 80 g 
natriumchlorid pr. 600 mL. 

Advarsler og forholdsregler 
Til diagnostisk brug in vitro. 

Rør og glas med stramme låg skal åbnes forsigtigt for at undgå personskade fra knust glas. 

Patogene mikroorganismer, herunder hepatitisvirus og HIV, kan forekomme i kliniske prøver. 
"Standardforholdsregler"11-14 og institutionelle retningslinier skal overholdes ved håndtering af alt 
materiale, der er kontamineret med blod og andre legemsvæsker. Steriliser præparerede glas, 
prøvebeholdere og andre kontaminerede materialer efter brug ved autoklavering, inden de 
bortskaffes. 
Ved ikke-aerosolfrembringende håndtering af kliniske prøver, således fremstilling af 
udstrygningspræparater af syrefaste organismer, skal praksis og procedurer samt 
indeslutningsudstyr og -faciliteter være i overensstemmelse med biosikkerhedsniveau 2. Alt 
aerosolfrembringende arbejde skal udføres i biologisk sikkerhedskabinet af klasse I eller II. Ved 
laboratoriearbejde, der omfatter formering og håndtering af kulturer af M. tuberculosis og  
M. bovis, skal praksis og procedurer samt indeslutningsudstyr og -faciliteter være i 
overensstemmelse med biosikkerhedsniveau 3. Til dyreforsøg kræves desuden særlige 
procedurer.13 
Opbevaringsinstruktioner 
Rør og flasker skal efter modtagelse opbevares mørkt ved 2-8 °C. Undgå frysning og for høj 
temperatur. Må ikke åbnes inden brugstidspunktet. Begræns lyspåvirkning til det mindst mulige. 
Medier, der har været opbevaret i henhold til anvisningerne på etiketten indtil umiddelbart inden 
brug, kan inokuleres frem til udløbsdatoen og inkuberes i de anbefalede inkubationstidsrum. Lad 
mediet opnå stuetemperatur inden inokulering. 

Produktforringelse 
Anvend ikke rør eller flasker, hvis de frembyder tegn på mikrobiel kontaminering, misfarvning, 
udtørring eller andet, der tyder på forringelse. 

VIII PRØVEINDSAMLING OG -HÅNDTERING 
Præparater, der er egnet til dyrkning, kan håndteres med forskellige teknikker. Detaljerede 
oplysninger herom findes i de pågældende tekster.15,16 Prøver skal tages, inden behandling med 
antimikrobielle midler gives. Sørg for prompte levering til laboratoriet. 

IX PROCEDURE 
Vedlagte materialer 
Lowenstein-Jensen-medium eller 
Lowenstein-Jensen-medium med 5 % natriumchlorid 

Nødvendige materialer, der ikke er vedlagt 
Hjælpedyrkningsmedier, reagenser, organismer til kvalitetskontrol og nødvendigt 
laboratorieudstyr. 

Testprocedure 
Overhold aseptisk teknik. 

De angivne testprocedurer er dem, der anbefales af Centers for Disease Control (CDC) til primær 
isolering fra prøver indeholdende mykobakterier10. En opløsning af N-acetyl-L-cystein-
natriumhydroxid (NALC-NaOH) anbefales som et mildt, men effektivt opløsende og 
dekontaminerende middel. De nævnte reagenser er indeholdt i BBL MycoPrep Mycobacterial 
Specimen Digestion/ Decontamination Kit. Der henvises til relevant litteratur10, 16-18 vedrørende 
nærmere anvisninger for dekontaminering og dyrkning. 

Efter inokulering skal testbeholderne anbringes beskyttet mod lys i et egnet system, der 
opretholder aerob atmosfære beriget med carbondioxid. Inkuber de inokulerede skråagar-rør og 
flasker ved 35 ± 2 °C. 

Skråagar og medier på flaske skal inkuberes vandret, indtil inokulatet er absorberet. Rør og 
flasker skal i de første 3 uger have løstsiddende låg for at give mulighed for tilførsel af 
carbondioxid til igangsættelse af væksten. Skru derefter lågene til for at forhindre dehydrering; 
løsn lågene kortvarigt en gang om ugen. Anbring rørene stående i tilfælde af pladsproblemer. 
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BEMÆRK: Kulturer fra hudlæsioner, der formodes at indeholde M. marinum eller M. ulcerans, skal 
inkuberes ved 25 til 33 °C til primær isolation. Kulturer, der udviser optimal vækst ved 40 til 42 °C, 
kan indeholde M. avium eller M. xenopi.10 Inkuber et ekstra eksemplar af kulturen ved 35 til 37 °C. 

Følgende procedure anbefales til semi-kvantitativ katalasetest med Lowenstein-Jensen-medium i 
agarrør:10 
1. Inokuler overfladen af mediet for hver teststamme enten med 0,1 mL syv dage gammel kultur i 

bouillon eller med en løkkefuld kolonimasse fra en aktivt voksende kultur på skråagar. Inkuber 
desuden rør med en stærkt katalasedannende kultur, f.eks. M. kansasii, og en svagt 
enzymdannende stamme, f.eks. M. intracellulare, som kontroller. 

2. Inkuber med løsnede låg ved 35 ± 2 °C i to uger. 
3. Fremstil en polysorbat 80-peroxidblanding ved blanding af lige dele af: 

a. en autoklaveret 10 % opløsning af polysorbat 80 i destilleret vand, eller en fortynding af  
1 mL steril polysorbat 80 i 9 mL destilleret vand, 

b. hydrogenperoxid (30 %). 
4. Tilsæt 1 ml af polysorbat 80-peroxidblandingen til hver kultur. Notér søjlehøjden af bobler i 

mm 5 minutter. 

Følgende procedure anbefales ved natriumchlorid-tolerancetest:10,17 
1. Fremstil en suspension af en aktivt voksende subkultur i Middlebrook 7H9-bouillon, som svarer 

til en McFarland-uklarhedsstandard nr. 1. 
2. Inokuler 0,1 mL af den standardiserede kultur på skråagar med Lowenstein-Jensen-medium 

med 5 % natriumchlorid. Inokuler på samme måde på skråagar med samme medium uden NaCl 
som vækstkontrol. 

3. Inkuber med løstsiddende låg i CO2-beriget atmosfære, først 1 uge i fladt stativ, ved 28 til 30 °C 
for hurtigtvoksende og ved 35 ± 2° C for langsomtvoksende organismer. 

4. Undersøg kulturen for vækst hver uge. Fortsæt om nødvendigt inkuberingen i yderligere tre 
uger. 

Brugerkvalitetskontrol 
Se ”Kvalitetskontrolprocedurer” 

Hvert medieparti er blevet testet ved hjælp af passende kvalitetskontrolorganismer, og denne 
testning opfylder produktspecifikationerne og CLSI-standarderne, hvor det er relevant. 
Kvalitetskontroltestning skal som altid udføres i overensstemmelse med gældende lokale eller 
nationale regulativer, akkrediteringskrav og/eller laboratoriets 
standardkvalitetskontrolprocedurer. 

X RESULTATER 
Inspicer kulturerne inden for 5 til 7 dage efter inokulering og derefter én gang om ugen i op til  
8 uger. 

Notér følgende iagttagelser: 
1. Antal dage, der kræves, før kolonierne er makroskopisk synlige. Hurtigtvoksende organismer 

danner modne kolonier inden for 7 dage; langsomtvoksende organismer kræver over 7 dage til 
at danne modne kolonier. 

2. Pigmentproduktion 
Hvid, flødefarvet eller gulbrun = ikke-kromogen (NC) 
Citrongul, gul, orange, rød = kromogen (Ch) 

I farvede udstrygningspræparater kan der være syrebestandige baciller, der imidlertid ikke 
beskrives som “syrebestandige baciller”, medmindre der udføres definitive tests. 

Flasker kan undersøges ved at vende dem om på objektbordet under et dissektionsmikroskop. 
Aflæs ved 10–60x med gennemfaldende lys. Gennemse hurtigt flaskerne ved 10–20x for 
tilstedeværelse af kolonier. Ved stærkere forstørrelse (30–60x) kan man bedre iagttage 
kolonimorfologien, dvs. slyngede trådlignende kolonier. 

Ved den semikvantitative katalasetest falder de fleste mycobacterier i to grupper:8,10,16 

1. Søjlehøjden af bobler over 45 mm. 
M. chelonae 
M. fortuitum 
M. gordonae 
M. kansasii (klinisk betydning) 
M. scrofulaceum 
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2. Søjlehøjden af bobler under 45 mm. 
M. avium 
M. bovis 
M. gastri 
M. haemophilum 
M. intracellulare 
M. kansasii (uden klinisk betydning) 
M. malmoense 
M. marinum 
M. tuberculosis 
M. xenopi 

Vækst eller manglende vækst i røret med mediet med 5 % NaCl er til hjælp, når forskellige 
isolater af mycobacterier skal skelnes fra hinanden. Salttolerancetesten er positiv, når der ses 
mange kolonier på kontrolmediet og over 50 kolonier på mediet med 5 % NaCl.10,17 Når der er 
kolonidannelse på kontrolmediet, men ingen synlig vækst på testmediet efter i alt 4 ugers 
inkubation, er testen negativ.10,16,17 

XI PROCEDURENS BEGRÆNSNINGER 
Organismerne skal være i renkultur for at kunne identificeres. Til endelig identifikation bør 
udføres morfologiske, biokemiske og/eller serologiske tests. Yderligere oplysninger og anbefalede 
procedurer kan findes i de pågældende tekster.15, 16, 19 

XII FUNKTIONSDATA 
Lowenstein-Jensen-medium 
I en undersøgelse foretaget af Palaci et al. blev 85 prøver fra respirationsveje inokuleret på 
Lowenstein-Jensen (LJ) skråagar og i BBL MGIT-rør ved standardprocedurer. Femogtyve (25) 
prøver fandtes positive for M. tuberculosis. Kulturfølsomheden for både LJ og MGIT var 96,1 % 
(25 af 26 kulturer positive). Detektionstiden var væsentligt kortere i MGIT-rør, men der var ingen 
væsentlig forskel mellem de to metoder i detektionsfølsomhed for M. tuberculosis.20 

Agarrør med Lowenstein-Jensen-medium 
Inden frigivelse bliver alle lots af agarrør med Lowenstein-Jensen-medium testet for specifikke 
produktkarakteristika. Stikprøverne testes med M. fortuitum ATCC 6841, M. intracellulare ATCC 
13950, M. kansasii ATCC 12478, M. scrofulaceum ATCC 19981 og M. tuberculosis ATCC 25177 ved 
inokulering af 0,2 mL suspension i Middlebrook 7H9-bouillon. Rørene bliver inkuberet med 
løstsiddende låg i indtil 3 uger ved 35–37 °C. Der bliver fremstillet en polysorbat 80-peroxid-
blanding, hvoraf 1 mL tilsættes til hver kultur. Efter 5 minutter noteres søjlehøjden af bobler i mm. 
Katalasereaktionen er positiv, hvis søjlehøjden af bobler er over 45 mm. Katalasereaktionen er 
negativ, hvis søjlehøjden af bobler er under 45 mm. Positiv katalasereaktion ses med M. fortuitum, 
M. kansasii og M. scrofulaceum. Negativ katalasereaktion ses med M. intracellulare og M. 
tuberculosis. 
Lowenstein-Jensen-medium med 5 % natriumchlorid 
Inden frigivelse bliver alle lots Lowenstein-Jensen-medium med 5 % natriumchlorid testet for 
specifikke produktkarakteristika. Prøverne testes med cellesuspensioner af M. fortuitum ATCC 
6841 og M. kansasii ATCC 12478, opslæmmet i BBL Middlebrook 7H9-bouillon til en koncentration 
af 103 til 104 CFU. Rørene inkuberes med løstsiddende låg ved 35–37 °C i 7 til 14 dage i CO2-beriget 
atmosfære. Der ses moderat til kraftig vækst med M. fortuitum. M. kansasii hæmmes.  

XIII BESTILLING 
Kat. nr. Beskrivelse 
221116 BD BBL Mycoflask med Lowenstein-Jensen-medium, pakning a 100 flasker 
220908 BD BBL-skråagar med Lowenstein-Jensen-medium, pakning a 10 rør, str. A 
220909 BD BBL-skråagar med Lowenstein-Jensen-medium, pakning a 100 rør, str. A 
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