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Қазақ

ҚОЛДАНУ	МАҚСАТЫ
BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT Туберкулезді бацилла және өзге микробактериялық түрлерді өсіруге арналған.

ҚЫСҚА	СИПАТТАМАСЫ	МЕН	ТҮСІНІКТЕМЕСІ	
BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT антимикробиялық заттардан тұратын жұмыртқа негізіндегі орта. DIN (ГСИ) 
стандартының 58943-3 “Туберкулез диагнозы – 3-бөлімі: Культура әдістері арқылы микобактерияны анықтау” 
антимикробиялық заттармен толықтырылған жұмыртқа негізіндегі орта пайдалануын ұсынады; мыс., жұмыртқа негізіндегі 
орта үшін полимиксин B 200000 дана/л, амфотерицин B 10 мг/л, карбенициллин 50 мг/л және триметоприм 10 мг/л.1

Левенштейн бастапқыда басқа бактерияның жартылай кідіруі үшін конго қызыл және малахит жасыл түстерінің 
қосындысындағы микобактерияны өсіру мақсатында ортаны жасады.2,3 Бұл бояғыштар бір мақсатпен басқа зерттеушілер, 
әсіресе Зонненшайн4 мен Хон арқылы пайдаланылды5. Ал, Америка Құрама Штаттарында Корпер6 мен Петровтың7 генциан 
күлгін түсті ортасы малахит жасыл түсті Петраньянидің ортасымен қатар белгілі болды. Дженсен8тарапынан әзірленген бұл 
формула құрамында аздаған өзге цитрат пен фосфаты бар, конго қызыл түсі жоқ, керісінше арттырылған малахит жасыл 
түсті концентрациясынан тұрады.
1972 жылы Мичисон бірлескен зерттеушілерімен Миддлбрук және Кон 7H10 агарына полимиксин B, амфотерицин 
B, карбенициллин мен триметоприма лактатты қоса отырып, микобактерия үшін таңдаулы ортаны дайындады.9 
BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT таңдаулы заттардың ұқсас қоспасын пайдаланады.

ПРОЦЕДУРА	ПРИНЦИПТЕРІ
Левенштейн-Йенсен негізгі ортасы микобактерияның өсіміне мүмкіндік беру мақсатында толықтыруды қажет ететін 
қатысты қарапайым формуласынан тұрады. Қоюлану процесіне дейін глицерин мен жұмыртқа қоспасы қосылады. Осы 
заттардың құрамында микобактерия метаболизміне қажетті барлық май қышқылдары мен аққуыздар бар. Стерилизация 
кезінде жұмыртқа альбуминінің коагуляциясы инокуляция мақсаттары үшін тығыз ортаны қалыптастырады. Аспарагин 
өсім бастауына және өсу жылдамдығын арттыру үшін қосылады. Бактерияның жартылай кідіруі малахит жасыл түсті 
бояғышының қосылуымен жүзеге асырылады.
BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT таңдаулылығы формуладағы полимиксин B, амфотерицин B, карбенициллин 
және триметоприм лактатының қосылуына байланысты. Карбенициллин - жасуша қабығының синтезін енгізу арқылы 
грам бойынша боялмайтын, әсіресе Pseudomonas aeruginosa және Proteus бактерицидті әсерін тигізетін синтетикалық 
пенициллин .10 Полимиксин B - жасушалардың өткізгіштігіне әсер ететін плазма мембраналарын зақымдауға байланысты 
грам бойынша боялмайтын бактерия үшін тыйым салынатын полипептид антибиотигі.10 Амфотерицин B - холестерол 
немесе эргостеролдан тұратын жасуша мембраналарының өткізгіштігін өзгерту арқылы грибок кідіруінде белсенді болатын 
гептаен антибиотигі.11 Триметрофим фолацин қышқылын қажет ететін грам бойынша боялмайтын фолацин қышқылының 
синтезін баяулатады.12

РЕАГЕНТТЕР
BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT
Әр литр ортасы үшін шамаланған формула*
Картоп крахмалы .......................................................18,60  г
L-аспарагин ..................................................................2,23 г
Бір негіздегі калий фосфаты ....................................... 1,55 г
Натрий цитраты ...........................................................0,37 г
Малахит жасыл ............................................................0,25 г
Магний сульфаты .........................................................0,15 г
Глицерол .......................................................................7,44 мл
Бүтін жұмыртқалар ..................................................620,00  мл
Тазартылған су .........................................................373,00  мл
Полимиксин B ....................................................200 000,00  дана
Aмфотерицин B ..........................................................10,00  мг
Карбенициллин ........................................................100,00 мг
Триметоприм ..............................................................10,00  мг
*Өнімділік критерийлеріне сәйкес келу үшін қажетінше реттелген және/немесе толықтырылған.

Ескертулер	мен	сақтық	шаралары
In vitro жағдайында диагностикалық қолдануға арналған.
Шыны сынуынан жарақатты болдырмау үшін тығыз қақпақтары бар түтіктерді абайлап ашу керек.
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Емханалық препараттардың ішінде гепатит вирусы және адамның иммунитет тапшылығының вирусы сияқты патогендік 
микроағзалар болуы мүмкін. Қан және басқа дене сұйықтықтарымен ластанған кез келген үлгілермен жұмыс істеген кезде 
«Стандартты сақтық шаралары»13-16 мен мекеменің нұсқауларын орындау қажет. Қолданыстан шығармас бұрын сынама 
сауытын және тағы басқа залалданған материалдарды автоклавтың көмегімен залалсыздандырыңыз.
Қышқылға төзімді жағындыларды дайындау сияқты клиникалық үлгілерді аэрозольсіз өңдеу үшін 2-биоқауіпсіздік 
деңгейіндегі әдістемелер мен процедуралар, сақтау жабдығы мен құрылғылары қажет. Барлық аэрозоль шығаратын 
әрекеттер I немесе II топты биологиялық қауіпсіз камераларында орындалуы қажет. M. tuberculosis және M. bovis 
микобактерияларының түрін көбейту және өңдеу кезіндегі лаборатория әрекеттері үшін 3-биоқауіпсіздік деңгейіндегі 
әдістемелер, сақтау жабдығы мен құрылғылар қажет. Жануар зерттеулері де арнайы процедураларды талап етеді.15

Сақтау	нұсқаулықтары
Алынғаннан кейін түтіктерді 2–8 °C қараңғыда сақтаңыз. Тоңазытпаңыз және қыздырмаңыз. Қолдануға дайын болмағанша 
ашпаңыз. Қолдануға дейін көрсетілгендей түтік ішінде сақталатын орта жарамдылық мерзіміне дейін зарарсыздандырылып, 
ұсынылатын инкубация уақыты үшін шығарылуы мүмкін. Жарыққа көп шығармау керек.

Өнімнің	бұзылуы
Егер микробтың енуі, түс өзгеруі, кебу не нашарлаудың өзге де белгілері байқалса, түтіктерді пайдаланбаңыз.

ҮЛГІЛЕРДІ	ЖИНАУ	ЖӘНЕ	ҚОЛДАНУ
Түрлі әдістерді пайдалану арқылы өсіруге қолайлы үлгілерді қолдануға болады. Толығырақ ақпарат алу үшін тиісті17,18 құжаттарын 
қараңыз. Микробқа қарсы қоспаларды енгізуден бұрын үлгілерді алу керек. Зертханаға міндетті түрде жеткізу қажет.

ПРОЦЕДУРА
Қамтамасыз	етілген	материал: Lowenstein-Jensen ортасы + PACT
Қажетті,	бірақ	жинақпен	берілмейтін	материалдар: Қосалқы культура ортасы, реагенттер, сапаны бақылау ағзалары мен 
осы процедураға керекті зертханалық жабдықтар.
Тексеру	процедурасы:	Асептикалық жұмыс әдістерін орындаңыз.
Микобактериядан тұратын үлгілердегі бастапқы изоляцияға арналған АҚШ ауруды бақылау және алдын алу (CDC) 
орталықтары арқылы ұсынылған сынақ процедуралары.19 N-ацетил-L-цистеин-натрий гидроксидінің (NALC-NaOH) ерітіндісі 
жұмсақ, бірақ тиімді түрде еритін және зарарсыздандырғыш зат ретінде ұсынылады. Зарарсыздандыру және егу бойынша 
толық нұсқауларды қажетті материалдардан қараңыз.18-21

Егуді орындай отырып, сынақ ыдыстарын жарықтан қорғаңыз және 5–10% дейінгі карбон диоксиді бар аэробикалық 
атмосферасын қамтамасыз ету арқылы тиісті жүйе ішіне орналастырыңыз. 35 ± 2 °C температурада инкубациялаңыз.
Инокулят сіңірілмегенше, ортаны жазық бетте инкубациялау керек. Өсімді бастау үшін карбон диоксидінің айналымына 
мүмкіндік беру үшін алғашқы 3 апта ішінде бұрандалы қақпағы бар түтіктерді қатты жаппау керек. Осыған сәйкес, сорғытуды 
болдырмау үшін қақпақтарды бекемдеңіз; аптасына бір рет қысқа мерзімге ашып тұрыңыз. Кеңістіктің жоқ болуы кезінде 
түтіктерді көлденең бағытта орналастырңыз.
ЕСКЕРТПЕ: Бастапқы изоляция үшін M. marinum немесе M. ulcerans шамалас тері зақымдарындағы культураларды 
25–33 °C инкубациялау керек; шамалы түрде M. avium немесе M. xenopi қамтитын культуралар 40 - 42 °C температурасында 
орын алады.19 Дубликат культураны 35–37 °C температурасында инкубациялаңыз.

ПАЙДАЛАНУШЫНЫҢ	САПА	БАҚЫЛАУЫ
1. Стерильді егу таяқшаларын пайдалану арқылы сәйкес микобактериялық штаммдардың бар культураларымен 

Левенштейн-Йенсен ортасының қиғаш агарларын егіңіз.
2. Белсенді өсім (әдетте 2–3 апта ішінде) алынбағанша, 35 ± 2 °C температурасымен қамтамасыз етілген аэробикалық 

атмосферасында қақпақтары босатылған түтіктерді инкубациялаңыз.
3. Жасушалар жинағымен культура ортасының қосылмайтынын ескеріп, орта бетінен жасушаларды ақырындап алу 

арқылы стерильді ұшталған аппликатор таяқшасы көмегімен өсімді жинап алыңыз.
 A. Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177 арналған:

1) Өсімді стерильді шыны гранулаларын қамтитын стерильді бұрандалы қақпағы бар шыны түтіктегі глицеринмен 
бірге 5,0 мл Миддлбрук 7H9 қорек ортасына тасымалдаңыз.

2) Суспензиядағы үлкен кесектер жоқ болғанша, жақсылап (бірнеше минут бойы) араластырыңыз.
3) Осы суспензияны Макфарланд #1 нефелометрінің стандартымен салыстырыңыз. Стандартқа қарағанда 

суспензия анағұрлым бұлыңғыр болуы керек.
4) Үлкен бөлшектердің астына түсуге мүмкіндік беру үшін түтікті түтік сөресіне орналастырыңыз және оны 2–3 сағ. 

бөлме температурасында ұстаңыз.
5) Супернататты стерильді ыдысқа құйыңыз.
6) Глицерині бар стерильді Миддлбрук 7H9 қорек ортасын баяу қосу арқылы Макфарланд #1 стандарты бойынша 

суспензия бұлыңғырлығын реттеңіз. Жақсылап шайқаңыз.
7) Қолдану алдында 105 КТБ/мл сұйылтыңыз. Жақсылап араластырыңыз және 0,01 мл калибрленген ілмегін 

пайдаланып сынақ ортасын штрихтік түрде егіңіз.
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 B. Басқа барлық микобактериялық штаммтар үшін:
1) Өсімді төмендегідей дайындалған 8–12 стерильді шыны гранулалары (2 мм диаметр) және микобактерия 

сұйылтқышының 5 мл тұратын стерильді 50 мл бұрандалы қақпағы бар центрифуга түтігіне орналастырыңыз:
a. Келесі ингредиенттерді 1 л дүңгірде араластырыңыз және 6,7–7,0 аралығындағы 1N натрий гидроксидін 

пайдаланып pH реттеңіз:
 Булимия альбумині (май қышқылы жоқ) 1,0 г
 Полисорбит 80 0,1 мл
 Тазартылған су 500,0 мл
 Микротесіктері бар мембрана көмегімен сүзу арқылы зарарсыздардырыңыз (0,2 мкм сүзгі).
Асептикалық әдіс арқылы 5,5 мл мөлшерін стерильді бұрандалы қақпағы бар түтіктерге тамызыңыз.

2) Аппликатор таяқшасын пайдаланып бұрандалы қақпағы бар центрифуганың бүйірлік жағындағы микобактериялық 
өсімінің эмульсиясын жасаңыз. Өсімді еріткішпен араластырыңыз.

3) Өсім үлкен кесектері жоқ суспензияға айналғанша, түтікті қақпақпен жауып, шамамен 10 минуттай шайқаңыз.
4) Стерильді микобактерия еріткішінің 15 мл қосыңыз және әбден араластырыңыз.
5) Осы суспензияны Макфарланд #1 нефелометрінің стандартымен салыстырыңыз. Стандартқа қарағанда 

суспензия анағұрлым бұлыңғыр болуы керек.
6) Үлкен бөлшектердің астына түсуге мүмкіндік беру үшін түтікті түтік сөресіне орналастырыңыз және оны 2–3 сағ. 

бөлме температурасында ұстаңыз.
7) Супернататты сорғызыңыз және оны стерильді ыдысқа құйыңыз. Суспензия Mакфарланд #1 стандартынан 

анағұрлым бұлыңғыр және үлкен бөлшектерден тұрмауы тиіс. Үлкен түйіршіктер әлі де болса, араластырыңыз 
және қосымша 1 сағаттай ұстаңыз. Супернатты стерильді ыдысқа құйыңыз.

8) Стерильді микобактерия еріткішін баяу қосу арқылы Макфарланд #1 стандарты бойынша суспензия 
бұлыңғырлығын реттеңіз. Жақсылап шайқаңыз.

9) Суспензия аликвоталарын ағза идентификаторы және әзірлену мерзімі көрсетілген тоңазыту шишаларына 
бөліп құйыңыз.

10) Шишаларды –60 °C температурасындағы тоңазытқышқа қою арқылы суспензияларды мұздатыңыз. Шишаларды 
6 айға дейін сақтау мүмкін.

11) Қолдану мақсатында тоңазытылған шишаны тоңазытқыштан шығарыңыз және алынғанды 30–35 °C ыстық су 
буында тезірек ерітіңіз. Қолдану алдында 105 КТБ/мл сұйылтыңыз. Жақсылап араластырыңыз және 0,01 мл 
калибрленген ілмегін пайдаланып сынақ ортасын штрихтік түрде егіңіз.

4. 35 ± 2 °C температурасымен қамтамасыз етілген аэробикалық атмосферасында қақпақтары босатылған түтіктерді 
инкубациялаңыз.

5. 7, 14 және 21 күннен кейін түтіктердің өсімін, таңдаулылығын және пигментациясын тексеріңіз.
6. Болжалды нәтижелер

АҒЗА БЕЛГІЛЕНУ
Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC 25177 Жақсы
Mycobacterium kansasii, I ATCC 12478 тобы Жақсы
Mycobacterium fortuitum, IV ATCC 6841 тобы Жақсы
Escherichia coli ATCC 25922 Жартылай баяулаудан толық баяулауға дейін

Сапа тексеру талаптары күшіндегі жергілікті, мемлекеттік және/немесе федералдық заңдарға сәйкес немесе аккредитация 
талаптары және өзіңіздің стандарт сапа тексеру тәсілдеріңізге сәйкес өткізілуі керек. Қолданушыға лайықты Сапа тексеру 
өткізу үшін ұқсас Американың Клиникалық Лаборатория Стандарттары Комитетінің (Clinical Laboratory Standards Institute, 
CLSI) нұсқауларына және Клиникалық Лаборатория жұмысын Жақсарту туралы Өзгертулер (Clinical Laboratory Improvement 
Amendments, CLIA) ережелеріне назар аударуды ұсынамыз.

НӘТИЖЕЛЕР
Егуден кейін культураларды 5–7 күн ішінде, осыдан кейін 8 апталық мерзім ішінде бір аптада бақылап тұру керек.
Бақылауларды жазып алыңыз:
1. Көзге көрінер өлшемінде болатын колониялар үшін қажетті күндер саны. Жылдам өсу кезінде колониялар 7 күн ішінде 

жетіледі; ал баяу өсу кезінде колония формалары 7 күннен артық мерзімді қажет етеді.
2. Пигменттің пайда болуы 

Ақ, крем не күңгірт сары = хромогенді емес (ХЕ) 
Лимон, сары, қызғылт сары, қызыл = хромогенді (Х)

 Қорытынды сынақтар орындалмағанша, грам бойынша боялмайтын жағындылар тек “қышқылға төзімді бациллалар” 
болып есептелінетін қышқылға төзімді бациллаларды көрсетуі мүмкін.

ПРОЦЕДУРА	ШЕКТЕУЛЕРІ
Идентификация үшін таза культура негізіндегі ағзалар қолданылуы қажет. Соңғы идентификация үшін морфологиялық, 
биохимиялық және/немесе серологиялық сынақтар жүзеге асырылуы керек. Толығырақ ақпарат пен ұсынылған 
процедураларды тиісті құжаттардан қараңыз.17, 18, 22
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ӨНІМДІЛІК	СИПАТТАМАЛАРЫ
Шығу алдында Lowenstein-Jense ортасы + PACT барлық лоттары арнайы өнім сипаттамаларына сәйкес сыналады. 0,01 мл 
калибрленген ілмекті пайдалану арқылы үлгілер келесілерді қамтып араластырылған культуралармен штрихтік түрде егіледі 
103 әрбір 0,01 мл үшін колонияны құратын даналар (CFU): Mycobacterium kansasii I тобы (ATCC 12478), M. fortuitum IV тобы 
(ATCC 6841) және M. tuberculosis (ATCC 25177); Escherichia coli (ATCC 25922) 104 дейін әрбір 0,01 мл үшін КТБ сұйылтады 
және бір әдіспен егеді. Егуден соң түтіктер 5 - 10% карбон диоксидімен қамтамасыз етілген 35 ± 2 °C аэробикалық 
атмосферасында босатылған қақпақтарымен егіледі. 7, 14 және 21 күннен кейін түтіктердің өсімі мен пигментациясы 
тексеріледі. Барлық микобактериялар 21 күн ішінде бірқалыптыдан қиын өсімді көрсетеді. Колониялық морфология 
келесідей: M. kansasii жарық әсеріне ұшырағанда ашық лимон сары түсінен қызғылт сары түске дейін айнала отырып, 
қараңғыда өскенде тегіс крем түсті колонияларға айналады; және M. tuberculosis және M. fortuitum крем түсті болады 
(M. fortuitum сіңіруге байланысты жасыл түске боялуы мүмкін). E. coli өсімі болмайды және 14 күндік инкубациясынан кейін 
бірқалыпты өсім байқалады. 

ҚОЛЖЕТІМДІЛІК
Кат.	№		 Сипаттама
220502 BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT, A өлшеміндегі 100 түтігі бар қорап
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