& BD BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT

c € 8011670(02)
2015-10
Romana

UTILIZARE SPECIFICA

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

REZUMAT $1 EXPLICATII
BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT este un mediu cu substrat de ou care contine antimicrobiene. Standardul DIN 58943-

3 ,Diagnosticul tuberculozei — Partea 3: Detectarea micobacteriilor prin metode de cultura” recomanda utilizarea unui mediu cu
substrat de ou imbogatit cu antimicrobiene; de ex. polimixina B 200.000 unitati/L, amfotericina B 10 mg/L, carbenicilina 50 mg/L si
trimetoprim 10 mg/L (PACT) pentru mediile de cultura cu substrat de ou.1

Initial, Lowenstein a formulat un mediu pentru cultivarea micobacteriilor, in care erau incorporate rosu de Congo si verde malahit
pentru inhibitia partiala a altor bacterii.2:3 Acesti coloranti erau utilizati in mod asemanator de catre alti cercetatori, dintre care trebuie
mentionati Sonnenschein? si Hohn®. In Statele Unite erau populare mediile cu violet de gentiana concepute de Corper8 si Petroff?,
fmpreuna cu mediul Petragnani care continea verde malahit. Formula actuald, dezvoltata de catre Jensen®, are un continut usor
diferit de citrat si de fosfat, nu contine rosu de Congo si are o concentratie crescuta de verde malachit.

Tn 1972, Mitchison et al. a dezvoltat un mediu selectiv pentru micobacterii ad&dugand polimixina B, amfotericind B, carbeniciling si
trimetoprim lactat in agar Middlebrook si Cohn 7H10.2 Mediul Lowenstein-Jensen + PACT de la BBL utilizeaza aceeasi combinatie
de agenti selectivi.

PRINCIPIILE PROCEDURII

Substratul de mediu Lowenstein-Jensen este o formula relativ simpla care necesita suplimentare pentru a sustine cresterea
bacteriana. Anterior procesului de ihgrosare sunt adaugate glicerol si mixtura de ou. Aceste substante furnizeaza acizii grasi si
proteinele necesare metabolismului micobacteriilor. Coagularea albuminei din ou Tn cursul procesului de sterilizare furnizeaza

un mediu solid potrivit pentru inoculare. Asparagina este adaugata pentru a favoriza initierea cresterii si pentru a mari viteza de
crestere. Inhibitia partiala a bacteriilor este asigurata prin prezenta colorantului verde malahit.

Natura selectiva a mediului BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT se datoreaza incorporarii de polimixina B, amfotericina B,
carbenicilina si trimetoprim lactat in formula sa de preparare. Carbenicilina este o penicilina sintetica, avand un efect bactericid
asupra bacteriilor gram-negative, in special Pseudomonas aeruginosa si Proteus sp., inhiband sinteza peretelui celular.’0 Polimixina
B este un antibiotic polipeptidic cu efect inhibitor pentru bacteriile gram-negative prin deteriorarea membranei plasmatice a acestora,
ceea ce afecteaza permeabilitatea celulelor.’0 Amfotericina B este un antibiotic heptanic, activ in inhibarea fungilor alterand
permeabilitatea membranelor celulare, care contine colesterol sau ergosterol, permitand astfel patrunderea in celula a diverselor
amestecuri micromoleculare.!! Trimetoprimul inhiba sinteza acidului folic la bacteriile gram-pozitive care necesita acid folic.12

REACTIVI

BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT
Formula aproximativa* pentru un litru de mediu

Amidon de cartofi.........ccccoviiiiiiiiii e, 18,60 g
L-ASPAraging .......ceeeeiieeieiiiie it 2,23 g
Fosfat de potasiu monobazic.............cccceeeeiiiiiiiiiceninnn. 1,55 g
Citrat de sodiu g
Verde malachit... g

Sulfat de magneziu.. g

GHCEIOI ... mL
Oud integrale.........coooeiiiiiiiiiece e mL
Apa purificata.........coceviiiiee e mL
Polimixing B......cocooiiiiiiiiieeeceeeee u.l
Amfotericind B ... mg
Carbenicilina... . mg
TrimMetOPriM ..o mg

*Ajustata si/sau suplimentata dupa cum este necesar pentru a indeplini criteriile de performanta.

Avertismente si precautii
Tn scopul diagnosticului in vitro.
Flacoanele cu capace bine fixate trebuie deschise cu atentie pentru a evita ranirea ca urmare a spargerii sticlei.

Tn probele clinice pot fi prezente microorganisme patogene, inclusiv virusurile hepatice si virusul imunodeficientei umane. La
manevrarea articolelor contaminate cu sange sau cu alte lichide biologice trebuie respectate ,Precautiile standard”13-16 gi
regulamentul institutiei. Inainte de aruncare, sterilizati prin autoclavare recipientele probelor si alte materiale contaminate.



Practicile si procedurile conforme nivelului 2 de siguranta biologica, echipamentul de siguranta si facilitatile sunt necesare in

timpul manipularilor care nu produc aerosoli ale probelor clinice, precum prepararea frotiurilor acido-rezistente. Toate activitatile
producatoare de aerosoli trebuie realizate intr-o boxa pentru siguranta biologica de clasa | sau Il. Pentru activitatile care implica
propagarea si manipularea culturilor de M. tuberculosis si a M. bovis sunt necesare conduita, echipamentul si facilitatile de izolare
pentru siguranta biologica de nivel 3. Studiile pe animale necesita, de asemenea, proceduri speciale.5

Instructiuni de depozitare

La receptie, depozitati flacoanele intr-un loc intunecos, la o temperatura cuprinsa intre 2 si 8 °C. Evitati inghetul si supraincalzirea.
Deschideti numai inainte de utilizare. Mediile ambalate in flacoane pastrate pana la utilizare in conditiile specificate pe eticheta pot fi
inoculate pana la data de expirare si incubate pentru duratele recomandate de incubare. Reduceti la minimum expunerea la lumina.
Deteriorarea produsului

Nu utilizati flacoanele daca prezinta semne de contaminare microbiana, decolorare, deshidratare, fisuri sau alte semne de deteriorare.

COLECTAREA SI MANIPULAREA PROBELOR

Probele adecvate pentru cultivare pot fi manevrate utilizand tehnici variate. Pentru informatii detaliate consultati textele
corespunzatoare.!7.18 Probele trebuie obtinute inainte de administrarea agentilor antimicrobieni. Trebuie sa se asigure livrarea
prompta la laborator.

PROCEDURA
Materiale furnizate: Lowenstein-Jensen Medium + PACT

Materiale necesare, dar nefurnizate: Medii de cultura auxiliare, reactivi, organisme pentru controlul de calitate si echipament de
laborator necesar pentru aceasta procedura.

Procedura de testare: Respectati tehnicile de asepsie.

Procedurile de testare sunt cele recomandate de catre Centers for Disease Control and Prevention (CDC) pentru izolarea primara
din probe care contin micobacterii.'® Solutia de N-acetil-L-cisteina - hidroxid de sodiu (NALC-NaOH) este recomandata ca fiind un
agent de digestie si decontaminare bland, dar eficient. Pentru instructiuni detaliate privind decontaminarea si cultivarea, consultati
bibliografia corespunzatoare.18-21

Ulterior inocularii, pastrati recipientele de analiza ferite de lumina si amplasati-le intr-un sistem adecvat care sa furnizeze o
atmosfera aeroba, imbogatita cu dioxid de carbon in proportie de 5-10%. Incubati la 35 + 2 °C.

Mediile trebuie incubate n plan orizontal pana la absorbirea inoculului. Tn primele 3 saptdmani flacoanele trebuie s aibé capacele
slabite pentru a permite circulatia dioxidului de carbon in vederea initierii cresterii. Ulterior, strangeti capacele pentru a preveni
deshidratarea; slabiti-le pentru perioade scurte o data pe saptamana. Daca spatiul reprezinta o problema, flacoanele pot sta vertical.

NOTA: Culturile provenite din leziuni ale tegumentului si suspectate a fi M. marinum sau M. ulcerans trebuie incubate la 25 pana
la 33 °C in vederea izolarii primare; culturile suspectate a contine M. avium sau M. xenopi prezinta cresterea optima la 40 pana la
42 °C.19 Incubati un esantion din aceeasi cultura la 35 pana la 37 °C.

CONTROLUL CALITATII EFECTUAT DE UTILIZATOR

1. Inoculati mediile inclinate Lowenstein-Jensen cu tulpini micobacteriene relevante provenite din stocurile de cultura, utilizand
aplicatoare sterile.

2. Incubatj flacoanele cu capacele slabite, la 35 + 2 °C in atmosfera aeroba suplimentata cu dioxid de carbon, pana la obtinerea
unei cresteri substantiale (de obicei in 2 pana la 3 saptamani).

3. Recoltati coloniile cu un aplicator ascutit steril prin indepartarea blanda a celulelor de pe suprafata mediului, fara a preleva si
mediu de cultura.

A. Pentru Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177:

1) Transferati coloniile recoltate intr-un flacon de sticla steril cu capac cu filet si perle de sticla sterile continand 5,0 mL
bulion Middlebrook 7H9 cu glicerol.

2) Amestecati bine prin rotire (cateva minute) pana cand suspensia nu mai contine aglomerari mari.

3) Comparati aceasta suspensie cu standardul nefelometric McFarland #1. Turbiditatea suspensiei trebuie sa fie mai mare
decat a standardului.

4) Lasatj flaconul intr-un stativ timp de 2 pana la 3 h la temperatura camerei pentru a permite sedimentarea particulelor mari.

5) Transferati supernatantul intr-un recipient steril.

6) Ajustati turbiditatea suspensiei la standardul McFarland #1 prin adaugarea lenta de bulion steril Middlebrook 7H9 cu
glicerol. Agitati bine.

7) Tnainte de utilizare diluati pana la 105 UFC/mL. Amestecati bine si inoculati prin striere cu o ansa calibraté de 0,01 mL.

B. Pentru toate celelalte tulpini de micobacterii:

1) Transferati coloniile recoltate intr-un flacon steril de 50 mL pentru centrifugare, cu capac cu filet si cu 8 pana la 12 perle
de sticla sterile (cu diametru de 2 mm ) continand 5 mL de diluant pentru micobacterii preparat astfel:

a. Amestecati urmatoarele ingrediente intr-un balon de 1 L si ajustati pH-ul, utilizadnd hidroxid de sodiu 1N, pana la valori

intre 6,7 si 7,0:

Albumina bovina (fara acizi grasi) 1,09
Polisorbat 80 0,1 mL
Apa purificata 500,0 mL

b. Sterilizati prin filtrare membranara (filtru de 0,2 p).



c. Repartizati aseptic cate 5,5 mL in flacoane sterile cu capace cu filet.

2) Emulsionati coloniile micobacteriene cu aplicatorul pe peretele lateral al tubului de centrifugare cu capac cu filet.
Amestecati coloniile cu diluant.

3) Astupati flaconul si amestecati prin rotire timp de aproximativ 10 min pana la obtinerea unei suspensii uniforme, fara
aglomerari mari.

4) Adaugati 15 mL de diluant steril pentru micobacterii si amestecati bine.

5) Comparati aceasta suspensie cu standardul nefelometric McFarland #1. Turbiditatea suspensiei trebuie sa fie mai mare
decét a standardului.

6) Lasati flaconul intr-un stativ timp de 2 pana la 3 h la temperatura camerei pentru a permite sedimentarea particulelor mari.

7) Aspirati supernatantul si transferati-| intr-un recipient steril. Suspensia trebuie sa aiba o turbiditate mai mare decat
standardul McFarland #1 si sa nu contina particule mari. In cazul prezentei unor particule mari, amestecati si Iasati pentru
inca 1 h. Transferati supernatantul intr-un recipient steril.

8) Ajustati turbiditatea suspensiei la standardul McFarland #1 prin adaugarea lenta de diluant pentru micobacterii. Agitati bine.
9) Distribuiti alicote din suspensie in fiole pentru congelare etichetate cu identitatea microorganismului si data prepararii.

10) Congelati suspensiile din fiole prin introducerea acestora intr-un congelator pentru temperaturi scazute la -60 °C. Fiolele
pot fi pastrate pana la 6 luni.

11) Tn scopul utilizrii, scpateti fiolele din congelator si dezghetati continutul rapid prin introducerea flacoanelor in bai de apa
la 30 pana la 35 °C. Inainte de utilizare diluati pana la 105 UFC/mL. Amestecati bine si inoculati prin striere cu o ansa
calibrata de 0,01 mL.

4. Incubati flacoanele cu capacele slabite la 35 + 2 °C in atmosfera aeroba suplimentata cu dioxid de carbon.
5. Examinati flacoanele la 7, 14 si 21 zile in vederea evaluarii cresterii, selectivitatii si pigmentarii.
6. Rezultate estimate

ORGANISM RECUPERARE
Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC 25177 Buna

Mycobacterium kansasii, Grup | ATCC 12478 Buna

Mycobacterium fortuitum, Grup IV ATCC 6841 Buna

Escherichia coli ATCC 25922 Inhibitie partiala spre completa

Cerintele controlului de calitate trebuie efectuate conform reglementarilor locale, nationale si/sau federale in vigoare sau cerintelor
de acreditare si procedurilor de laborator standard pentru controlul de calitate. Se recomanda ca utilizatorul sa apeleze la ghidurile
adecvate CLSI si reglementarile CLIA pentru tehnici adecvate ale controlului calitatji.

REZULTATE
Culturile trebuie interpretate in 5 pana la 7 zile de la inoculare si in continuare saptamanal timp de pana la 8 saptamani.
Observatii inregistrate:

1. Numarul de zile pana cand coloniile devin vizibile macroscopic. Coloniile cu crestere rapida dezvolta colonii mature in 7 zile;
cele cu crestere lenta necesita mai mult de 7 zile pentru a forma colonii mature.

2. Producerea de pigmenti
Albe, alb-galbui sau galben inchis = necromogene (NC)
Citron, galbene, portocalii, rogii = cromogene (Cr)
Coloratiile frotiurilor pot indica bacili acido-rezistenti, care sunt raportati numai ca ,bacili acido-rezistenti” daca nu sunt efectuate
teste definitive.

LIMITARILE PROCEDURII

Pentru a fi identificate, microorganismele trebuie sa provina din culturi pure. Pentru identificarea finala trebuie efectuate
teste morfologice, biochimice si/sau serologice. Pentru informatii detaliate si proceduri recomandate, consultati textele
corespunzatoare.17. 18, 22

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA

Caracteristicile produselor sunt testate inainte de scoaterea pe piata pentru toate loturile de Lowenstein-Jensen Medium + PACT. Utilizand
0 ansa calibrata de 0,01 mL, probele sunt inoculate prin striere cu urmatoarele culturi diluate astfel incat sa contina 103 unitati formatoare
de colonii (UFC) la fiecare 0,01 mL de Mycobacterium kansasii Grup | (ATCC 12478), M. fortuitum Grup IV (ATCC 6841) si M. tuberculosis
(ATCC 25177); Escherichia coli (ATCC 25922) este diluata astfel incat sa contina 104 UFC la 0,01 mL si este inoculata in acelasi mod.
Dupa inoculare, flacoanele sunt incubate cu capacele slabite, la 35 + 2 °C in atmosfera suplimentata cu dioxid de carbon in proportie

de 5 — 10%. Flacoanele sunt interpretate in ceea ce priveste cresterea si pigmentarea dupa o incubare de 7, 14 si 21 de zile. Toate
micobacteriile prezinta o crestere moderata spre puternica dupa 21 zile. Morfologia coloniilor este urmatoarea: M. kansasii prezinta colonii
omogene de culoare crem in conditii de crestere in intuneric, devenind galben citron deschi pana la oranj cand sunt expuse la lumina:

M. tuberculosis si M. fortuitum sunt de asemenea de culoare crem (M. fortuitum se poate inverzi din cauza absorbtie de colorant). E. coli
inregistreaza absenta cresterii pana la crestere moderata dupa 14 zile de incubare.



DISPONIBILITATE

Nr. cat. Descriere
220502 BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT, cutie de 100 flacoane marimea A
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