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PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI (Opcjonalnie)

I  WPROWADZENIE
Podtoze Lowenstein-Jensen Medium stuzy do izolacji i hodowli pratkéw. Podtoze w gtebokich
probéwkach stuzy do poétilosciowego badania reakcji wytwarzania katalazy, przydatnego w
klasyfikacji pratkow.

I PROCEDURA KONTROLI DZIALANIA

A. Procedura przygotowania inokulum

1. Zaszczepi¢ na sko$nych podtozach Lowenstein-Jensen hodowle macierzyste odpowiednich
szczepow pratkéw, uzywajac sterylnych pateczek.

2. Inkubowac probowki 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¢ komérki z powierzchni podtoza, uwazajac, by nie zagarngé¢ podtoza razem z
zebranym materiatem komorkowym.

a. W przypadku szczepu Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177:

(1) Przenies¢ hodowle do 5,0 mL pozywki Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol w
sterylnej szklanej probéwce z zakretka zawierajacej sterylne paciorki szklane.

(2) Dobrze odwirowac (przez kilka minut), tak aby zawiesina nie zawierata duzych
zgrupowan.

(3) Porownac zawiesine ze wzorcem nefelometrycznym McFarland nr 1. Zawiesina
powinna by¢ bardziej metna niz wzorzec.

(4)  Umiesci¢ probowke w statywie i pozostawic¢ na 2-3 h w temperaturze pokojowej,
aby wieksze czastki osiadty na dnie.

(5) Przeniesc supernatant do sterylnego pojemnika.

(6) Skorygowac zmetnienie zawiesiny do wzorca McFarland nr 1, powoli dodajac
sterylng pozywke Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol. Doktadnie wstrzasna¢.

(7)  Przed uzyciem rozcienczy¢ do 10° CFU/mL. Dobrze wymiesza¢ i wykonaé¢ posiew
pozywki testowej za pomoca ezy kalibrowanej (0,01 mL).

b. W przypadku wszystkich innych szczepéw pratkow:

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

* \Wymieszac¢ nastepujace sktadniki w butelce o pojemnosci 1L i skorygowac pH do
6,7-7,0 1N wodorotlenkiem sodu:

albumina surowicy wotowej (bez kwaséw ttuszczowych) ......... 1,09
POlysorbate 80 ......ccooiiiiiiiiiei e 0,1mL
\W'/eJe E-Welera Vi r-Zerdo] o I- [ SRR 500 mL

e Poddac sterylizacji, przesgczajgc przez btone (filtr 0,2 p).
e Stosujac technike aseptyczng, rozla¢ po 5,5 mL do sterylnych probéwek z
zakretkami.
(2) Za pomoca aplikatora wytworzy¢ emulsje hodowli pratkéw na $ciankach bocznych
zakrecanej probéwki do wiréwek. Wymiesza¢ hodowle z rozcienczalnikiem.
(3) Zakreci¢ probéwke i wirowac¢ przez okoto 10 min, az do wytworzenia zawiesiny
bakterii niezawierajacej duzych zgrupowan.
(4) Dodac 15 mL sterylnego rozcieniczalnika do hodowli pratkéw i doktadnie wymieszac.
(5) Poroéwnac zawiesine ze wzorcem nefelometrycznym McFarland nr 1. Zawiesina
powinna by¢ bardziej metna niz wzorzec.
(6) Umiesci¢ probowke w statywie i pozostawi¢ na 2-3 h w temperaturze pokojowej,
aby wieksze czastki osiadty na dnie.
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(7) Odessac supernatant i przenies¢ do sterylnego pojemnika. Zawiesina musi by¢
bardziej metna od wzorca McFarland nr 1 i nie moze zawiera¢ duzych czastek. Jesli
nadal obecne sg duze czastki, wymieszac zawiesing i pozostawic bez ruchu na 1 h.
Przenies¢ supernatant do sterylnego pojemnika.

(8) Skorygowac zmetnienie zawiesiny do wzorca McFarland nr 1, powoli dodajac
sterylny rozcienczalnik do pratkéw. Doktadnie wstrzasna¢.

(9) Rozlac¢ porcje zawiesiny do fiolek przystosowanych do zamrazania, opatrzonych
etykietami z nazwa drobnoustrojéw i datg sporzadzenia.

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

(11) Gdy bedzie potrzebna, wyja¢ zamrozong fiolke z chtodziarki i szybko rozmrozi¢
zawartos$¢, umieszczajgc proboéwke w tazni wodnej o temperaturze 30 do 35°C.
Przed uzyciem rozcienczyé do 10° CFU/mL. Dobrze wymiesza¢ i wykonac¢ posiew
pozywki testowej za pomoca ezy kalibrowanej (0,01 mL).

B. Procedury testowania podioza
Lowenstein-Jensen Medium Deeps (Podtoze Lowenstein-Jensen Medium w glebokich
probéwkach)
1. Wykonac posiew hodowli przygotowanych w sposéb opisany powyzej na powierzchniach
przylegajacych za pomoca sterylnej jednorazowej ezy 0,01 mL.
2. Inkubowac probowki z poluzowanymi zakretkami, w temperaturze 35 + 2°C, w atmosferze
tlenowej wzbogaconej dwutlenkiem wegla.
3. Po 14 dniach inkubacji dodac¢ do kazdej hodowli 1,0 mL mieszanki Polysorbate 80 z
nadtlenkiem wodoru, przygotowanej w nastepujacy sposéb:
a. Nadtlenek wodoru 30%. Przechowywa¢ w chtodziarce.
b. Roztwér 10% Polysorbate 80 przygotowany w nastepujacy sposéb:
(1) Zmiesza¢ 10 mL Polysorbate 80 z 90 mL oczyszczonej wody.
(2) Sterylizowa¢ przez 10 min w autoklawie, w temperaturze 121°C.
(3) Przechowywac w chtodziarce.
c. Bezposrednio przed badaniem wymieszac oba roztwory w réwnych proporcjach.
4. Pozostawi¢ hodowle stojgce w pozycji pionowej na 5 min w temperaturze pokojowe;.
. Zmierzy¢ wysokos¢ (w mm) kolumny pecherzykéw nad powierzchnig podtoza.
6. Oczekiwane wyniki
Kolumna pecherzykéw wyzsza niz 45 mm.
*Mycobacterium kansasii, grupa |
ATCC 12478
Mycobacterium scrofulaceum, grupa Il
ATCC 19981
Mycobacterium fortuitum, grupa IV
ATCC 6841
Kolumna pecherzykéw nizsza niz 45 mm.
*Mycobacterium tuberculosis
H37Ra ATCC 25177
Mycobacterium intracellulare, grupa Il
ATCC 13950

*Szczep zalecany do przeprowadzania kontroli jakosci przez uzytkownika.

Ul

Lowenstein-Jensen Medium Slants and Bottles (Lowenstein-Jensen Medium jako podtoze
skosne w probéwkach i podioze w butelkach)
1. Podloza zaszczepi¢ reprezentatywnymi prébkami wymienionych szczepéw.
a. Za pomocg jednorazowych ez kalibrowanych (0,01 mL) wykona¢ posiew hodowli pratkow
przygotowanych zgodnie z powyzszg procedurg na podtozach skosnych lub w butelkach.
b. Inkubowac pojemniki z poluzowanymi zakretkami, w temperaturze 35 + 2°C, w
atmosferze tlenowej wzbogaconej dwutlenkiem wegla.
2. Po7,14i 21 dniach skontrolowa¢ probéwki lub butelki, oceniajac stopien wzrostu,
zabarwienie i selektywnosc.
3. Oczekiwane wyniki
a. Dla podtoza Lowenstein-Jensen Medium
Gatunki kontrolne CLSI (szczepy wzorcowe ATCC)
*Mycobacterium tuberculosis ........................ Wzrost
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H37Ra (25177)

*Mycobacterium Kansasii, ...........ccccuceeeereeneen. Wozrost
grupa | (12478)

*Mycobacterium scrofulaceum,...................... Wzrost
grupa |1 (19981)

*Mycobacterium intracellulare, ...................... Wzrost
grupa Il (13950)

*Mycobacterium fortuitum, ..........cccccceeeevuenen. Wzrost

grupa IV (6841)
b. Dla podtoza Lowenstein-Jensen Medium with 5% Sodium Chloride

*Mycobacterium fortuitum................cccccoeuee. Wzrost
ATCC 6841

*Mycobacterium Kanasii ...........cc.cocoeeeeeveeennen. Brak wzrostu
ATCC 12478

*Szczep zalecany do przeprowadzania kontroli jakosci przez uzytkownika.

DODATKOWA KONTROLA JAKOSCI

1. Zbadac¢ probéwki lub butelki, zgodnie z opisem w punkcie ,,Pogorszenie jakosci produktu”.

2. Wzrokowo skontrolowa¢ reprezentatywne proboéwki lub butelki, aby upewnic sie, ze ewentualne
wady fizyczne nie beda miaty wptywu na ich uzycie.

3. Metoda potencjometryczng okresli¢ pH w temperaturze pokojowej, aby upewni¢ sie, ze odczyn
jest zgodny ze specyfikacjg i wynosi 7,0 = 0,2.

4. Inkubowac niezaszczepione reprezentatywne probki i butelki w temperaturze 20-25°C oraz 30—
35°C, a po 7 i 14 dniach zbada¢ w kierunku skazenia mikrobiologicznego.

INFORMACIJE O PRODUKCIE

PRZEZNACZENIE
Podtoze Lowenstein-Jensen Medium stuzy do hodowli Mycobacterium tuberculosis oraz innych
gatunkéw pratkéw.

STRESZCZENIE | WYJASNIENIA

Lowenstein pierwotnie opracowat podtoze do hodowli pratkéw zawierajace czerwien Kongo i zielen
malachitowg — barwniki czesciowo hamujace wzrost innych bakterii."? Barwniki te byly réwniez
uzywane w podobny sposéb przez innych badaczy, w szczegolnoici Sonnenscheina® i Hohna.* W
Stanach Zjednoczonych popularne byto podtoze zawierajace fiolet metylowy, opracowane przez
Corpera’ i Petroffa®, a takze poditoze Petragnaniego zawierajace zielerh malachitows. Obecna
formuta, opracowana przez Jensena’, charakteryzuije sie nieznacznie zmodyfikowanga zawartoscia
cytrynianéw i fosforanéw oraz zwiekszonym stezeniem zieleni malachitowej i nie zawiera czerwieni
Kongo.

Gotowe podtoza BBL Lowenstein-Jensen Medium majg posta¢ probéwek z podtozem skosnym
stosowanych w hodowli gatunkéw Mycobacterium, butelek uzywanych w sytuacji, gdy potrzebna jest
wieksza powierzchnia podtoza, oraz gtebokich probéwek z podtozem stuzgcych do przeprowadzania
potilosciowych badan katalazy. Ta ostatnia procedura zostata opracowana przez Wayne'a® i jest
przydatna w klasyfikacji pratkow.

Ponadto dostepne jest podtoze z dodatkiem 5% chlorku sodu, gdyz tolerancja na chlorek sodu w
stezeniu 5% jest charakterystyczna dla niektérych szczepéw pratkéw (np. M. fortuitumi M. chelonae
subsp. abscessus).’ Na podtozu zawierajgcym NaCl wzrasta takze wiekszo$¢ szczepdw szybko
wzrastajacych, wolno wzrastajgce M. triviale i niektére szczepy M. flavescens. Niezdolnos$¢ M.
chelonae subsp. chelonae do wzrostu pomaga w odréznieniu tego szczepu od innych nalezacych do
kompleksu M. fortuitum (np. M. chelonae subsp. abscessus).>'°
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ZASADY PROCEDURY

Lowenstein-Jensen Medium Base ma stosunkowo prosty sktad, ktéry wymaga uzupetnienia, tak aby
sprzyjat wzrostowi pratkéw. Przed zageszczeniem do podtoza dodawana jest mieszanka glicerolu i
jaj. Substancje te sg zrodtem kwasoéw ttuszczowych i biatek metabolizowanych przez pratki. W
wyniku koagulacji albumin jaj podczas sterylizacji powstaje state podtoze hodowlane.

ODCZYNNIKI

Lowenstein-Jensen Medium

Przyblizony sktad* w przeliczeniu na jeden 600 mL wody oczyszczonej
Dwuwodorofosforan potasu
Siarczan (VI) magnezu .................
Cytrynian sodu ......
L-asparagina ......cc........
Maka ziemniaczana ....
Zielen malachitowa .....
[ L] o SRR
Jaja (PeNe) .o

*Skorygowany i (lub) uzupetniony zgodnie z wymaganiami majgcymi na celu spetnienie kryteriow wydajnosci.

Podtoze Lowenstein-Jensen Medium with 5% Sodium Chloride zawiera powyzsze sktadniki oraz
dodatkowo 80 g chlorku sodu na 600 mL.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci
Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Probéwki i butelki z ciasno dopasowanymi zatyczkami nalezy otwierac ostroznie, aby uniknac
obrazen spowodowanych peknieciem szkfa.

W prébkach klinicznych moga by¢ obecne drobnoustroje chorobotwércze, w tym wirusy zapalenia
watroby i wirus HIV. Podczas pracy ze wszelkimi materiatami skazonymi krwig i innymi ptynami
ustrojowymi nalezy przestrzegac ,Standardowych srodkow ostroznosci” "' oraz wytycznych
obowigzujacych w danej placéwce. Uzywane gotowe probéwki, pojemniki na prébki oraz inne
materiaty skazone nalezy przed wyrzuceniem poddac sterylizacji w autoklawie.

Podczas pracy z prébkami klinicznymi, w przebiegu ktérych nie sg wytwarzane aerozole, np. przy
przygotowywaniu rozmazow kwasoopornych, nalezy przestrzegac zasad postepowania i procedur
oraz stosowac wyposazenie ochronne wiasciwe dla poziomu 2 bezpieczenstwa biologicznego
(Biosafety Level 2). Wszystkie czynnosci, w wyniku ktérych powstajg aerozole, nalezy przeprowadzaé
w szafce ochronnej o | lub Il klasie bezpieczenstwa biologicznego. W przypadku prac
laboratoryjnych zwigzanych z reprodukowaniem i obrébkg hodowli M. tuberculosisi M. bovis
obowigzkowe jest przestrzeganie zasad i uzycie wyposazenia ochronnego wiasciwego dla poziomu
3 bezpieczenstwa biologicznego (Biosafety Level 3). Réwniez badania prébek pochodzenia
zwierzecego wymagaja zastosowania procedur specjalnych.

Instrukcje przechowywania

Otrzymane probowki i butelki umiescic i przechowywac¢ w ciemnym miejscu, w temperaturze 2-8°C.
Unika¢ zamrazania i przegrzewania. Otwiera¢ dopiero bezposrednio przed uzyciem. Do minimum
ograniczac kontakt ze $wiattem. W pozywkach przechowywanych do momentu uzycia, zgodnie z
instrukcjami podanymi na etykiecie, mozna wykonywac posiewy do dnia okreslonego terminem
waznosci, a nastepnie prowadzi¢ inkubacje przez zalecany czas. Przed posiewem ogrza¢ podtoze do
temperatury pokojowej.

Pogorszenie jakosci produktu
Nie uzywa¢ probéwek lub butelek, jezeli s widoczne oznaki skazenia mikrobiologicznego,
odbarwienia, wyschniecia lub inne, $wiadczgce o pogorszeniu jakosci.

VIIl POBIERANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

Dostepne s rézne techniki postepowania z prébkami umozliwiajgcymi uzyskanie hodowli.
Szczegbtowe informacje mozna znalezé w literaturze przedmiotu.'>'® Prébki nalezy pobraé przed
podaniem srodkéw przeciwbakteryjnych. Prébki powinny zosta¢ niezwtocznie dostarczone do
laboratorium.
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IX PROCEDURA
Dostarczane materiatly
Lowenstein-Jensen Medium lub
Lowenstein-Jensen Medium with 5% Sodium Chloride

Materialy wymagane, ale niedostarczane
Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki, szczepy do kontroli jakosci i wyposazenie
laboratoryjne zgodnie z wymaganiami.

Procedura testowa
Stosowac techniki aseptyczne.

Procedury testowe sg identyczne z zalecanymi przez Osrodki Kontroli i Zapobiegania Chorobom
(CDQ) do pierwszej izolacji z probek zawierajacych pratki.'® Zalecane jest uzycie wodorotlenku N-
acetylo-L-cysteino sodowego (NALC-NaOH) w charakterze delikatnego, lecz skutecznego srodka
roztwarzajgcego i odkazajgcego. Odczynniki te zawarte sg w zestawie BBL MycoPrep Mycobacterial
Specimen Digestion/Decontamination Kit. Szczegétowe instrukcje odkazania i prowadzenia hodowli
mozna znalez¢ w odpowiednim pismiennictwie.'® 1618

Po zaszczepieniu pojemniki testowe nalezy przechowywac w miejscu ostonietym przed swiattem, w
odpowiednim systemie zapewniajagcym atmosfere tlenowa o podwyzszonej zawartosci dwutlenku
wegla. Probéwki z posiewem na podtozach skosnych i butelki inkubowa¢ w temperaturze 35 + 2°C.

Podtoza w probéwkach i butelkach nalezy inkubowa¢ w ptaszczyznie poziomej, az do wchtoniecia
inokulum. Przez pierwsze 3 tygodnie zakretki probéwek i butelek powinny by¢ poluzowane, co
umozliwi obieg dwutlenku wegla i zainicjowanie wzrostu. PéZniej probowki nalezy zakreci¢, aby
zapobiec odwodnieniu; raz w tygodniu na krétko rozszczelniac. Jesli ilo$¢ dostepnego miejsca jest
ograniczona, probéwki mozna postawi¢ pionowo.

UWAGA: Hodowle ze zmian skérnych, co do ktérych podejrzewa sie, ze zawierajg bakterie M.
marinum lub M. ulcerans, nalezy w celu pierwszej izolacji inkubowa¢ w temperaturze 25-33°C;
hodowle, w ktérych podejrzewa sie obecnos¢ bakterii M. avium lub M. xenopi, wzrastajg optymalnie
w temperaturze 40-42°C."° Duplikat hodowli inkubowa¢ w temperaturze 35-37°C.

Ponizej przedstawiono zalecang procedure pétilosciowego badania katalazy przy uzyciu probéwek z
podtozem Lowenstein-Jensen Medium:'®
1. Na powierzchni podtoza wykonac posiew 0,1 mL 7-dniowej hodowli na bulionie lub jednej ezy
kolonii aktywnie wzrastajgcej na podtozu skosnym w probéwce. Wykona¢ w ten sposéb posiew
kazdego ze szczepéw kontrolnych. Dodatkowo wykona¢ w probéwkach posiew kontrolnych
hodowli intensywnie wytwarzajgcej katalaze, np. M. kansasii, oraz szczepu mato intensywnie
wytwarzajacych enzym, np. M. intracellulare.
. Przez 2 tygodnie inkubowac z poluzowang zatyczkg w temperaturze 35 + 2°C.
3. Przygotowac mieszanke Polysorbate 80 z nadtlenkiem wodoru, mieszajgc w réwnych
proporcjach:
a. wysterylizowany w autoklawie 10% roztwér Polysorbate 80 w wodzie destylowanej lub
1 mL sterylnego Polysorbate 80 rozciehczony w 9 mL wody destylowanej;
b. nadtlenek wodoru (30%).
4. Do kazdej hodowli doda¢ 1 mL mieszanki Polysorbate 80 z nadtlenkiem. Po 5 min zanotowac
wysokos¢ (w mm) kolumny pecherzykow.

N

Ponizej przedstawiono zalecang procedure badania tolerancji na chlorek sodu:'*"

1. Sporzadzi¢ zawiesine hodowli pochodnej aktywnie wzrastajacej w pozywce Middlebrook 7H9
Broth o zmetnieniu réwnym wzorcowi McFarland nr 1.

2. Wykonac posiew 0,1 mL znormalizowanej hodowli na sko$ne podtoze Lowenstein-Jensen
Medium with 5% Sodium Chloride. W podobny sposéb wykona¢ posiew na skosnym podtozu
niezawierajgcym NaCl (probéwka kontroli wzrostu).

3. Inkubowac z poluzowanymi zatyczkami w atmosferze wzbogaconej CO,, poczgtkowo na
statywie w pozycji poziomej, przez 1 tydzien, w temperaturze 28-30°C w przypadku szczepéw
szybko wzrastajgcych lub 35 + 2°C w przypadku szczepéw wolno wzrastajacych.

4. Co tydzien kontrolowac wzrost. W razie potrzeby kontynuowac inkubacje przez nastepnie trzy
tygodnie.

Kontrola jakosci przez uzytkownika
Zobacz ,,Procedury kontroli jakosci”.
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Kazda partia podtoza zostata przetestowana przy uzyciu odpowiednich drobnoustrojéow do kontroli
jakosci. Ten rodzaj testowania jest zgodny ze specyfikacjg produktu i standardami CLSI, jesli majg
zastosowanie. Jak zwykle, testy nalezy wykona¢ zgodnie z obowigzujgcymi wymogami kontroli
jakosci, wynikajgcymi z przepiséw miejscowych, stanowych, federalnych lub krajowych, wymogami
akredytacji i/lub rutynowymi procedurami kontroli jakosci w danym laboratorium.

X  WYNIKI
Hodowle nalezy obserwowa¢ 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 tworzg
dojrzate kolonie przed uptywem 7 dni; dojrzate kolonie szczepédw wolno wzrastajgcych powstajg
po wiecej niz 7 dniach.

2. Odbarwienie
Biate, Smietankowe lub btyszczace = niechromogenne (NC)

Cytrynowe, z6tte, pomaranczowe, czerwone = chromogenne (Ch)

Na wybarwionych wymazach moga pojawiac sie laseczki kwasooporne. Do czasu przeprowadzenia
ostatecznych testéw nalezy je w dokumentacji identyfikowac wytgcznie jako ,laseczki kwasooporne”.

Butelki mozna zbada¢, odwracajac je na stoliku przedmiotowym mikroskopu operacyjnego. Zbada¢
przy powigkszeniu 10-60x, przepuszczajgc $wiatto. Szybko przeskanowac przy powiekszeniu 10-20x w
celu stwierdzenia obecnosci kolonii. Wieksze powigkszenia (30-60x) sg przydatne do obserwacji
morfologii kolonii (kolonie nitkowate, przypominajace serpentyny).

Na podstawie wynikéw pétilosciowego badania katalazy wiekszo$¢ pratkéw mozna zaliczy¢ do dwoch
gl,up.8,10,16
1. Kolumna pecherzykéw wyzsza niz 45 mm.

M. chelonae

M. fortuitum

M. gordonae

M. kansasii (istotne klinicznie)

M. scrofulaceum

2. Kolumna pecherzykéw nizsza niz 45 mm.
M. avium
M. bovis
M. gastri
M. haemophilum
M. intracellulare
M. kansasii (nieistotne klinicznie)
M. malmoense
M. marinum
M. tuberculosis
M. xenopi

Obecnos¢ lub brak wzrostu w proboéwce z podtozem zawierajgcym 5% NaCl pomaga w
zréznicowaniu wyizolowanych szczepéw pratkéw. Wynik testu tolerancji na sél jest dodatni, gdy na
podtozu kontrolnym pojawiaja sie liczne kolonie, a na podtozu zawierajgcym 5% NaCl wzrasta wiecej
niz 50 kolonii."'” Pojawienie sie kolonii na podtozu kontrolnym, ktérym jednak nie towarzyszy wzrost
na podtozu testowym po 4 tygodniach inkubacji, stanowig podstawe do uznania wyniku za

ujemny. 01617
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OGRANICZENIA PROCEDURY

Do identyfikacji niezbedne sg czyste kultury drobnoustrojow. W celu ostatecznej identyfikacji nalezy
przeprowadzi¢ badania morfologiczne, biochemiczne i/lub serologiczne. Szczegétowe informacje i
opisy zalecanych procedur mozna znalez¢ w stosownej literaturze.''61°

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW

Lowenstein-Jensen Medium

W badaniu przeprowadzonym przez Palaciego i in. wykonano posiew 85 prébek pochodzacych z
drég oddechowych na sko$nym podtozu Lowenstein-Jensen (LJ) i w prébéwkach BBL MGIT, stosujac
standardowe procedury. Dwadziescia piec (25) probek dato wynik dodatni w tescie na obecnosé M.
tuberculosis. Czuto$¢ hodowli na podtozach LJ i MGIT byta taka sama i wynosita 96,1% (25 z 26
hodowli dodatnich). Mimo ze czas, po ktérym mozliwe byto wykrycie pratkéw, byt wyraznie kroétszy
w przypadku probéwek MGIT, miedzy obydwiema metodami nie wystgpita wyrazna réznica w czutosci
wykrywania M. tuberculosis.”®

Lowenstein-Jensen Medium Deeps

Wszystkie partie podtoza Lowenstein-Jensen Medium Deeps sg fabrycznie testowane pod katem
okreslonych wtasciwosci. Prébki testowane sg przy uzyciu szczepéw M. fortuitum ATCC 6841, M.
intracellulare ATCC 13950, M. kansasii ATCC 12478, M. scrofulaceum ATCC 19981 i M. tuberculosis
ATCC 25177 poprzez wykonanie posiewdw 0,2 mL zawiesin Middlebrook 7H9 Broth. Probéwki sg
inkubowane z poluzowanymi zatyczkami przez 3 tygodnie w temperaturze 35-37°C.
Przygotowywana jest mieszanina Polysorbate 80 z nadtlenkiem wodoru. Do kazdej hodowli
dodawany jest 1 mL takiej mieszaniny. Po 5 min zapisywana jest wysokos¢ (w mm) kolumny
pecherzykéw. Za dodatni wynik testu na reakcje wytwarzania katalazy uznaje sie kolumne
pecherzykéw o wysokosci przekraczajgcej 45 mm. Za wynik ujemny uznawana jest kolumna
pecherzykéw nizsza niz 45 mm. Dodatni wynik testu na reakcje wytwarzania katalazy jest
charakterystyczny dla M. fortuitum, M. kansasiii M. scrofulaceum. Ujemny wynik testu jest
charakterystyczny dla M. intracellulare and M. tuberculosis.

Lowenstein-Jensen Medium with 5% Sodium Chloride

Wszystkie partie podtoza Lowenstein-Jensen Medium with 5% Sodium Chloride sg fabrycznie
testowane pod katem okreslonych wtasciwosci. Prébki sg testowane przy uzyciu zawiesin komoérek
szczepdw M. fortuitum ATCC 6841 i M. kansasii ATCC 12478 rozcienczonych do 10°-10* CFU w
pozywce BBL Middlebrook 7H9 Broth. Probéwki inkubowane sg przez 7-14 dni z poluzowanymi
zatyczkami w temperaturze 35-37°C, w atmosferze wzbogaconej CO,. W przypadku M. fortuitum
obserwowany jest umiarkowany lub intensywny wzrost. Wzrost M. kansasii jest hamowany.

Xill DOSTEPNOSC

Nr kat. Opis
221116 BD BBL Lowenstein-Jensen Medium Mycoflask, pudetko 100 butelek
220908 BD BBL Lowenstein-Jensen Medium Slants, opakowanie 10 probéwek o rozmiarze A

220909 BD BBL Lowenstein-Jensen Medium Slants, pudetko 100 probéwek o rozmiarze A
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odwiedzi¢ strone www.bd.com/ds.

‘ Becton, Dickinson and Company Benex Limited
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Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
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