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	 	 8011670(02)
2015-10

Українська

ПРИЗНАЧЕННЯ
Продукт BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT (середовище Левенштейна – Йенсена з PACT) призначений для 
культивування Mycobacterium tuberculosis та інших видів мікобактерій.

КОРОТКИЙ ОГЛЯД І ОПИС	
Середовище Левенштейна – Йенсена BBL з PACT являє собою середовище на яєчній основі, що містить антимікробні 
препарати. Стандарт DIN 58943-3 «Діагностика туберкульозу. Частина 3. Визначення мікобактерій методами культивування» 
рекомендує використовувати середовище на яєчній основі з антимікробними препаратами; наприклад, для середовища 
культивування на яєчній основі рекомендується вміст поліміксину B у кількості 200 000 од./л, амфотерицину B у кількості 
10 мг/л, карбеніциліну в кількості 50 мг/л і триметоприму в кількості 10 мг/л (PACT).1

Левенштейн (Lowenstein) розробив рецептуру середовища для культивування мікобактерій, у якій було поєднано конго 
червоний і малахітовий зелений для часткової інгібіції інших бактерій.2,3 Ці барвники використовували для подібних цілей 
інші дослідники, зокрема Зонненшайн (Sonnenschein)4 і Хон (Hohn).5 У США популярним було середовище Корпера (Corper)6 
і Петрова (Petroff)7 з генціановим фіолетовим, а також середовище Петраньяні (Petragnani), що містить малахітовий зелений. 
Поточна рецептура, розроблена Йенсеном,8 дещо відрізняється вмістом цитрату та фосфату, не містить конго червоного й 
має більшу концентрацію малахітового зеленого.
У 1972 р. Мічісон (Mitchison) зі співавторами створили селективне живильне середовище, додавши поліміксин B, 
амфотерицин B, карбеніцилін і триметоприму лактат до агару Міддлбрука і Кона 7H10 (Middlebrook and Cohn 7H10 Agar).9 У 
середовищі Левенштейна – Йенсена BBL з PACT використовується таке саме поєднання селективних речовин.

ПРИНЦИПИ МЕТОДУ
Базове середовище Левенштейна – Йенсена має відносно простий склад, який потребує доповнення для підтримки росту 
мікобактерій. Перед початком процесу згущення до середовища додаються гліцерин і яєчна маса. У цих речовинах містяться 
жирні кислоти та білки, необхідні для метаболізму мікобактерій. Коагуляція яєчного альбуміну під час стерилізації забезпечує 
щільне середовище для інокуляції. Аспарагін додається, щоб ініціювати та пришвидшити ріст. Часткову інгібіцію бактерій 
забезпечує наявність барвника малахітового зеленого.
Селективність середовища Левенштейна – Йенсена BBL з PACT обумовлена поєднанням у його вмісті поліміксину B, 
амфотерицину B, карбеніциліну та триметоприму лактату. Карбеніцилін – це синтетичний пеніцилін, який має бактерицидну 
дію на грам-негативні бактерії, особливо Pseudomonas aeruginosa і Proteus sp., інгібуючи синтез клітинної стінки.10 
Поліміксин B – це поліпептидний антибіотик, який інгібує грам-негативні бактерії шляхом руйнування їх плазматичних 
мембран, тим самим змінюючи проникність клітин.10 Амфотерицин B – гептаеновий антибіотик, який активно інгібує грибки, 
змінюючи проникність клітинних мембран, які містять холестерин або ергостерин, і таким чином забезпечуючи проникнення 
різних мікромолекулярних сполук у клітину.11 Триметоприм інгібує синтез фолієвої кислоти в грам-позитивних бактеріях, яким 
потрібна фолієва кислота.12

РЕАГЕНТИ
BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT
Приблизний склад* на літр середовища
Картопляний крохмаль...............................................18.60 	 г
L-аспарагін....................................................................2.23	 г
Дигідрофосфат калію...................................................1.55	 г
Цитрат натрію................................................................0.37	 г
Малахітовий зелений....................................................0.25	 г
Сульфат магнію............................................................0.15	 г
Гліцерин.........................................................................7.44	 мл
Цільні яйця................................................................620.00 	 мл
Очищена вода...........................................................373.00 	 мл
Поліміксин B.......................................................200,000.00 	 одиниць
Амфотерицин B...........................................................10.00 	 мг
Карбеніцилін..............................................................100.00	 мг
Триметоприм...............................................................10.00 	 мг
*За потреби коригується та/або доповнюється задля належної ефективності.

Попередження та запобіжні заходи
Для діагностики in vitro.
Пробірки зі щільними кришками слід відкривати обережно, щоб не розбити скло й не поранитись уламками.
Клінічні зразки можуть містити патогенні мікроорганізми, зокрема віруси гепатиту та імунодефіциту людини. Під час 
маніпуляцій із предметами, контамінованими кров’ю та іншими біологічними рідинами, необхідно дотримуватися нормативів 
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закладу та стандартних запобіжних заходів.13-16 Перед викиданням простерилізуйте в автоклаві контейнери для зразків та 
інші забруднені матеріали.
Під час неаерозольної обробки клінічних зразків (як-от під час приготування мазків кислотостійких штамів) необхідно 
використовувати ізолююче обладнання й засоби біологічного захисту, а також застосовувати заходи біологічної безпеки 
2 рівня. Усі дії, пов’язані з утворенням аерозолів, необхідно здійснювати в ламінарному боксі біологічного захисту класу І 
або ІІ. Під час лабораторного розмноження та обробки культур M. tuberculosis і M. bovis необхідно використовувати ізолююче 
обладнання та засоби біологічного захисту, а також застосовувати заходи біологічної безпеки 3 рівня. Під час дослідження 
тварин також необхідно дотримуватися спеціальних методик.15

Інструкції зі зберігання
Після отримання зберігайте пробірки в темряві при температурі від 2 до 8 °C. Запобігайте замороженню та 
перегріванню. Відкривати слід безпосередньо перед використанням. Середовище, що зберігається в пробірках згідно з 
вказівками на етикетці, може бути засіяне до завершення терміну придатності та інкубоване впродовж рекомендованого 
інкубаційного періоду. Мінімізуйте вплив світла.

Псування продукту
Не використовуйте пробірки з видимими ознаками мікробного забруднення, зміни кольору, висушування та іншими 
ознаками непридатності.

ЗАБІР І ОБРОБКА ЗРАЗКІВ
Придатні для культивування зразки можна обробляти, використовуючи різні методики. Докладну інформацію див. у 
відповідних документах.17,18 Зразки слід збирати до введення протимікробних засобів. Необхідно забезпечити своєчасну 
доставку в лабораторію.

ПРОЦЕДУРА
Матеріал, що входить у комплект. Lowenstein-Jensen Medium + PACT
Необхідні матеріали, що не входять у комплект. Допоміжні поживні середовища, реагенти, культури мікроорганізмів для 
контролю якості та лабораторне обладнання, необхідне для цієї процедури.
Процедура тестування. Дотримуйтесь правил асептики.
Використовуються процедури тестування, рекомендовані Центрами з контролю і профілактики захворювань США (CDC) 
для первісного виділення зі зразків, що містять мікобактерії.19 Рекомендовано використовувати розчин N-ацетил L-цистеїну 
та гідроксиду натрію (NALC-NaOH) як м’яку й ефективну розчинну та дезінфекційну речовину. Докладніші інструкції з 
деконтамінації та культивування наведено у відповідних довідкових матеріалах.18-21

Після інокуляції зберігайте тестові контейнери закритими від світла та покладіть їх у відповідну систему, яка підтримує 
аеробну атмосферу, збагачену 5–10 % діоксиду вуглецю. Інкубуйте при температурі 35 ± 2 °C.
Середовище слід інкубувати в горизонтальному положенні, доки не абсорбується інокулят. Упродовж перших 3 тижнів не 
слід щільно закривати пробірки гвинтовими кришками: щоб ініціювати ріст культури, потрібна циркуляція діоксиду вуглецю. 
Згодом щільно закрийте кришки, щоб запобігти дегідратації; раз на тиждень на короткий час послаблюйте кришку. Якщо 
бракує місця, установлюйте пробірки вертикально.
ПРИМІТКА. Культури з ділянок ураженої шкіри, що підозрюються на приналежність до M. marinum або M. ulcerans, для 
первинного виділення слід інкубувати при температурі від 25 до 33 °C; оптимальний ріст культур, які підозрюються на вміст 
M. avium або M. xenopi, досягається при температурі від 40 до 42 °C.19 Дублікат культури слід інкубувати при температурі від 
35 до 37 °C.

КОРИСТУВАЦЬКИЙ КОНТРОЛЬ ЯКОСТІ
1.	 За допомогою стерильних інокуляційних паличок засійте скошені середовища Левенштейна – Йенсена вихідними 

культурами відповідних штамів мікобактерій.
2.	 Інкубуйте пробірки з нещільно закритими кришками в аеробній атмосфері, збагаченій діоксидом вуглецю, при 

температурі 35 ± 2 °C, доки не спостерігатиметься активне зростання (зазвичай упродовж 2–3 тижнів).
3.	 Зберіть культуру за допомогою стерильного загостреного аплікатора, акуратно знімаючи клітинну масу з поверхні 

середовища. Під час збору клітинної маси не захоплюйте поживне середовище.
	 A.	Методика для виду Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177.

1)	 Перенесіть культуру в 5,0 мл бульйону Міддлбрука 7H9 з гліцерином (Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol) у 
стерильній скляній пробірці з гвинтовою кришкою та стерильними скляними гранулами.

2)	 Перемішайте за допомогою струшувача (протягом кількох хвилин), щоб у суспензії не залишилося великих грудок.
3)	 Порівняйте суспензію зі стандартом нефелометра Мак-Фарланда №1. Суспензія має бути каламутнішою, ніж стандарт.
4)	 Покладіть пробірку в штатив на 2–3 години та дайте відстоятися при кімнатній температурі, щоб великі частки 

осіли на дно.
5)	 Перелийте надосадову рідину в стерильний контейнер.
6)	 Відрегулюйте мутність суспензії за стандартом Мак-Фарланда № 1, повільно доливаючи стерильний бульйон 

Міддлбрука 7H9 з гліцерином (Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol). Добре струсіть.
7)	 Перед використанням розведіть до 105 КУО/мл. Добре перемішайте та засійте штрихами тестове середовище, 

використовуючи калібровану петлю 0,01 мл.
	 B.	Методика для решти штамів мікобактерій.
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1)	 Перенесіть культуру в стерильну центрифужну пробірку об’ємом 50 мл з гвинтовою кришкою, яка містить 8–12 стерильних 
скляних гранул (діаметром 2 мм) і 5 мл розчинника для мікобактерій, приготованого описаним нижче чином.
a.	 Змішайте вказані нижче інгредієнти в колбі об’ємом 1 л і відрегулюйте значення pH за допомогою 1N розчину 

гідроксиду натрію в діапазоні від 6,7 до 7,0.
	 Альбумін бичачої сироватки (без жирних кислот)	 1,0 г
	 Полісорбат 80	 0,1 мл
	 Очищена вода	 500,0 мл
b.	 Простерилізуйте фільтруванням крізь мікропористу мембрану (фільтр 0,2 мкм).
c.	 Асептичним способом розлийте по 5,5 мл в стерильні пробірки з гвинтовими кришками.

2)	 Приготуйте емульсію культури мікобактерій на бічній стінці центрифужної пробірки з гвинтовою кришкою, 
використовуючи аплікатор. Змішайте культуру з розчинником.

3)	 Закрийте пробірку кришкою і струшуйте у струшувачі протягом приблизно 10 хвилин, доки культура не 
перетвориться на суспензію без великих грудок.

4)	 Додайте 15 мл стерильного розчинника для мікобактерій і ретельно перемішайте.
5)	 Порівняйте суспензію зі стандартом нефелометра Мак-Фарланда №1. Суспензія має бути каламутнішою, ніж стандарт.
6)	 Покладіть пробірку в штатив на 2–3 години та дайте відстоятися при кімнатній температурі, щоб великі частки 

осіли на дно.
7)	 Аспіруйте надосадову рідину та перелийте її в стерильний контейнер. Суспензія має бути каламутнішою, ніж 

стандарт Мак-Фарланда №1, і не містити великих часток. Якщо великі частки все ж наявні, перемішайте та дайте 
відстоятися ще протягом 1 години. Надосадову рідину перелийте в стерильний контейнер.

8)	 Відрегулюйте мутність суспензії за стандартом Мак-Фарланда № 1, повільно доливаючи стерильний розчинник 
для мікобактерій. Добре струсіть.

9)	 Перед розміщенням у морозильній камері відберіть аліквотні зразки суспензії у флакони з етикетками, що містять 
дані ідентифікації мікроорганізму та дату приготування.

10)	 Заморозьте суспензії, поклавши флакони в морозильну камеру при температурі –60 °C. Флакони можуть 
зберігатися до 6 місяців.

11)	 Для використання вийміть заморожений флакон із морозильної камери і швидко розморозьте вміст, помістивши 
пробірку у водяну баню при температурі від 30–35 °C. Перед використанням розведіть до 105 КУО/мл. Добре 
перемішайте та засійте штрихами тестове середовище, використовуючи калібровану петлю 0,01 мл.

4.	 Інкубуйте пробірки з нещільно закритими кришками в аеробній атмосфері, збагаченій діоксидом вуглецю, при 
температурі 35 ± 2 °C.

5.	 Через 7, 14 і 21 день перевіряйте пробірки на наявність росту, селективності та пігментації.
6.	 Очікувані результати

МІКРООРГАНІЗМ ВИДІЛЕННЯ
Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC 25177 Добре

Mycobacterium kansasii, група I ATCC 12478 Добре

Mycobacterium fortuitum, група IV ATCC 6841 Добре

Escherichia coli ATCC 25922 Від часткової до повної інгібіції

Дотримуйтеся вимог щодо контролю якості відповідно до застосовних місцевих і державних нормативів, вимог до 
акредитації та стандартних процедур контролю якості вашої лабораторії. Для дотримання належних практик контролю якості 
користувачеві рекомендовано ознайомитися з відповідними нормативами Національного комітету з клінічних лабораторних 
стандартів США (CLSI) і нормативами Покращення роботи клінічних лабораторій (CLIA).

РЕЗУЛЬТАТИ
Культури слід оглядати через 5–7 після інокуляції та надалі раз на тиждень упродовж 8 тижнів.
Запишіть результати спостереження:
1.	 Кількість днів, необхідна для утворення колоній, видимих неозброєним оком. При швидкому рості колонії дозрівають 

упродовж 7 днів, при повільному зростанні потрібно більше 7 днів для утворення зрілих колоній.
2.	 Утворення пігментуБілий, кремовий або темно-жовтий – нехромогенний (НХ). 

Лимонний, жовтий, оранжевий, червоний – хромогенний (Х).
�	 У зафарбованих зразках можуть бути помітні кислотостійкі бацили, які слід вказувати лише як «кислотостійкі бацили» до 

виконання остаточних тестів.

ОБМЕЖЕННЯ МЕТОДУ
Для ідентифікації мають використовуватися мікроорганізми чистої культури. Для остаточної ідентифікації слід провести 
додаткові морфологічні, біохімічні та/або серологічні тести. Докладніші відомості та рекомендовані методики наведено у 
відповідних довідкових матеріалах.17, 18, 22
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ЕФЕКТИВНІСТЬ
Перед продажем усі партії середовища Левенштейна – Йенсена з PACT проходять перевірку на підтвердження певних 
характеристик продукту. За допомогою каліброваної петлі 0,01 мл зразки інокулюють штриховим методом розведеними до 
103 колонієутворюючих одиниць (КУО) на 0,01 мл культурами: Mycobacterium kansasii групи I (ATCC 12478), M. fortuitum групи 
IV (ATCC 6841) і M. tuberculosis (ATCC 25177); Escherichia coli (ATCC 25922) розводять до 104 КУО на 0,01 мл та інокулюють 
таким самим способом. Після інокуляції пробірки інкубують з нещільно закритими кришками в аеробній атмосфері, 
збагаченій 5–10% діоксиду вуглецю, при температурі 35 ± 2 °C. Через 7, 14 і 21 день інкубації пробірки перевіряють на 
наявність росту та пігментації. У всіх мікобактерій спостерігається помірний або активний ріст упродовж 21 дня. Морфологія 
колоній виглядає таким чином: M. kansasii утворюють рівні колонії кремового забарвлення в умовах росту в темряві, а 
під впливом світла набувають кольору від яскраво-лимонного до оранжевого; M. tuberculosis і M. fortuitum мають кремове 
забарвлення (M. fortuitum внаслідок поглинання барвника може набути зеленого відтінку). В E. coli ріст відсутній або 
спостерігається помірне зростання після 14 днів інкубації. 

НАЯВНІСТЬ
№ за кат. 	 Опис
220502	 BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT, 100 пробірок розміру А в контейнері
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