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AVSEDD ANVANDNING

Dubos Broth, Enriched (Dubos-buljong, berikad) anvands vid odling av rena odlingar av mykobakterier, i synnerhet Mycobacterium

tuberculosis.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Dubos-buljong, berikad, &r ett modifierat medium baserat pa Dubos m. fl. formulering.” Denna formulering skiljer sig fran den
ursprungliga genom att den har ett starkt buffertsystem och ett surt pH-varde.”

Dubos-buljongens sarskilda varde ligger i att den ger utspridd vaxt som &r fri fran éverdrivet manga klumpar och som kan anvandas for
att bereda en relativt enhetlig suspension av mykobakterier for anvandning i bakteriestudier.

Den anvands aven som odlings- och berikningsmedium till den snabba odlingen av M. tuberculosis och andra mykobakteriearter
utifrin behandlade kliniska prover och utifran direkt inokulering av prover som kan ge upphov till rena odlingar; t.ex. spinal-, pleura-
och peritonealvitskor.

PRINCIPER FOR FORFARANDET

Dubos-buljong, berikad, innehaller enzymatisk spjalkning av kasein och en aminosyra, L-asparagin, som naringskalla. Ett antal icke
organiska salter ger joner som kravs for mykobakteriernas metabolism. Polysorbat 80, en ester av oljesyra, tillfér essentiella fettsyror
till replikeringen av mykobakterier. Bovint albumin fungerar som ett skyddande @mne genom att binda fria fettsyror som kan vara
toxiska for mykobakterier. Albuminet varmebehandlas for att inaktivera lipas, som kan frigéra fettsyror fran polysorbat 80.
Fosfatbuffertar uppratthaller pH-vardet hos mediet.

REAGENSER

Dubos Broth, Enriched

Ungefarlig sammansattning® per 900 mL aqua purif.
Pankreatisk spjalkning av kasein
L-asparagin ........cccccoeueeeiiiieeniieeeeee e
Monokaliumfosfat ............ccccooviiiniiiis
Dinatriumfosfat ..........cccccooiiiiiiiiiiee
Jarnammoniumcitrat...........ccccoeviiniiieinnnen.
Magnesiumsulfat .............ccccooviiiiniiiiineee
Polysorbat 80 ..........cccooiviiiiiiiiiiiiiiees
KalciumkKIorid..........coocveeiiiiiiiieieceeeeee
Zinksulfat........ccoeeiiii
Kopparsulfat ...
Bovint albumin

*Justerad och/eller kompletterad efter behov for att uppfylla prestandakriterierna.

Varningar och forsiktighetsbeaktanden:

Avsedd for in vitro-diagnostik.

Ro6r med lock som sitter at hart ska 6ppnas forsiktigt sa att inte skador intraffar pa grund av att glaset gar sonder.
Férvaringsanvisningar: Férvara rér morkt vid 2 — 8 °C efter leverans. Overhettning och nedfrysning skall undvikas. Far ej dppnas
forran omedelbart fére anvandning. Undvik exponering for ljus. Rér som forvarats enligt anvisningarna tills just fére anvandning kan
inokuleras fram till utgangsdatum och inkuberas i upp till 8 veckor. Lat mediet varmas till rumstemperatur fore inokulering.

Produktnedbrytning: Ror far inte anvandas om de visar tecken pa mikrobiell kontamination, missfargning, fallning, avdunstning eller
annan forsamring.

PROVTAGNING OCH -HANTERING

Detta medium lampar sig inte for anvandning direkt med kliniska prover utom enligt ovan eller som “reservberikningsmedium” utéver
isoleringsmedier. Se lampliga texter for ytterligare information.>”

Patogena mikroorganismer, inklusive hepatitvirus och humant immunbristvirus, kan férekomma i kliniska prover. "Allmanna
forsiktighetsbeaktanden®"" och institutionens riktlinjer bor féljas vid hanteringen av alla foremal som kontaminerats med blod eller
andra kroppsvatskor. Fore bortskaffning ska provbehallare och annat kontaminerat material steriliseras genom autoklavering.

Rutiner och procedurer samt spridningsskyddande utrustning och anlaggningar enligt biosakerhetsniva 2 kravs vid
icke-aerosolproducerande hantering av kliniska prover som t.ex. vid preparering av syrafasta utstryk. Samtliga aerosolgenererande
aktiviteter maste utforas i ett biologiskt sakerhetsskap av klass | eller II. For laboratorieaktiviteter som innefattar forokning och
hantering av odlingar av M. tuberculosis och M. bovis kravs rutiner samt spridningsskyddande utrustning och anlaggningar enligt
biosakerhetsniva 3. Djurstudier kraver dessutom sarskilda férfaranden. '



FORFARANDE
Tillhandahallet material: Dubos Broth, Enriched

Material som krdavs men ej medfdljer: Extra odlingsmedier, reagenser, organismer for kvalitetskontroll och sadan
laboratorieutrustning som kravs for denna metod.

Testforfarande: Anvand aseptisk teknik.

Testférfarandena ar de som rekommenderas av Centers for Disease Control and Prevention (CDC) fér priméarisolering fran prover som

innehaller mykobakterier.* En I6sning av N-acetyl-L-cystein-natriumhydroxid (NALC-NaOH) rekommenderas som ett skonsamt men

effektivt medel for enzymbehandling och dekontaminering. Dessa reagenser tillhandahalls i BBL MycoPrep

provbehandlings/-dekontamineringssats. Fér detaljerade instruktioner avseende dekontaminering och odling, se en lamplig text.>”

Prover som har mindre sannolikhet for att kontamineras av andra mikroorganismer (cerebrospinalvatska, plueravatska, vavnadsbiopsi

m.m.) kan inokuleras direkt i mediet. Se tillamplig text avseende rekommenderade férfaranden.®”

Inkubera réren vid 35 + 2 °C i en CO,-berikadmiljo. Lat rérlocken vara I6sa i minst en vecka sa att CO; far cirkulera, men dra sedan at

locken sa att uttorkning férhindras. Lossa kortvarigt en gang i veckan sa att CO, fornyas. Sex till 8 veckors inkubering kan vara

nodvandigt for att tecken pa vaxt ska uppsta for manga mykobakterier.

Kvalitetskontroll utford av anvdndaren:

1. Inspektera réren avseende tecken pa forsdmring som beskrivs under "Produktnedbrytning”.

2. Kontrollera prestanda genom inokulering av ett representativt urval av varje medium med rena odlingar av stabila
kontrollorganismer som ger kanda, 6nskade reaktioner. Foljande teststammar rekommenderas:

TESTSTAM FORVANTADE RESULTAT
Mycobacterium fortuitum Vaxt

ATCC 6841

Mycobacterium tuberculosis Vaxt

ATCC 25177

Kvalitetskontroll maste utféras i enlighet med géllande bestdmmelser och/eller ackrediteringskrav samt laboratoriets standardrutiner
for kvalitetskontroll. Det rekommenderas att anvandaren konsulterar gallande NCCLS-riktlinjer och CLIA-féreskrifter for lampliga
kvalitetskontrollférfaranden.

RESULTAT
Tillvaxt i buljongmedier indikeras av grumlighet jamfért med ej inokulerad kontroll.
FORFARANDETS BEGRANSNINGAR

Berikningsbuljonger ska inte anvandas som enda isoleringsmedium. De ska anvandas tillsammans med selektiva och icke selektiva
plattmedier i syfte att 6ka sannolikheten for att isolera patogener, i synnerhet nar dessa kan finnas i ringa antal.

For identifiering maste organismer vara i renodling. Morfologiska, biokemiska och/eller serologiska tester bor utféras for fullstandig
identifiering. Se 1amplig litteratur for noggrann information och rekommenderade forfaranden.>”
KLINISKA PRESTANDA

Eftersom Dubos-buljongen ger utspridd véxt anvands den for att bereda en relativt enhetlig suspension av mykobakterier for
anvandning i bakteriestudier. Dubos-buljong anvandes for att odla Mycobacterium tuberculosis i syfte att bestdmma den enzymatiska
aktiviteten hos alkoholdehydrogenas. Efter 7 dagar lag den specifika aktiviteten hos enzymet fran celler som odlats i Dubos-buljong 2
till 3 ganger hogre an den hos celler som odlats i Sauton-medium. '

TILLGANGLIGHET

Kat. nr. Beskrivning
295697 BBL Dubos Broth, Enriched (buljong, berikads), férpackning med 10 rér i storlek K
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