
 

 

  BBL preparerade mediarör för odling av mykobakterier 
Dubos Broth, Enriched 

8806871JAA 
2010/07 
Svenska 

AVSEDD ANVÄNDNING 
Dubos Broth, Enriched (Dubos-buljong, berikad) används vid odling av rena odlingar av mykobakterier, i synnerhet Mycobacterium 
tuberculosis. 
SAMMANFATTNING OCH FÖRKLARING 
Dubos-buljong, berikad, är ett modifierat medium baserat på Dubos m. fl. formulering.1 Denna formulering skiljer sig från den 
ursprungliga genom att den har ett starkt buffertsystem och ett surt pH-värde.2 
Dubos-buljongens särskilda värde ligger i att den ger utspridd växt som är fri från överdrivet många klumpar och som kan användas för 
att bereda en relativt enhetlig suspension av mykobakterier för användning i bakteriestudier. 
Den används även som odlings- och berikningsmedium till den snabba odlingen av M. tuberculosis och andra mykobakteriearter 
utifrån behandlade kliniska prover och utifrån direkt inokulering av prover som kan ge upphov till rena odlingar; t.ex. spinal-, pleura- 
och peritonealvätskor.3 
PRINCIPER FÖR FÖRFARANDET 
Dubos-buljong, berikad, innehåller enzymatisk spjälkning av kasein och en aminosyra, L-asparagin, som näringskälla. Ett antal icke 
organiska salter ger joner som krävs för mykobakteriernas metabolism. Polysorbat 80, en ester av oljesyra, tillför essentiella fettsyror 
till replikeringen av mykobakterier. Bovint albumin fungerar som ett skyddande ämne genom att binda fria fettsyror som kan vara 
toxiska för mykobakterier. Albuminet värmebehandlas för att inaktivera lipas, som kan frigöra fettsyror från polysorbat 80. 
Fosfatbuffertar upprätthåller pH-värdet hos mediet. 

REAGENSER 
Dubos Broth, Enriched 
Ungefärlig sammansättning* per 900 mL aqua purif. 

Pankreatisk spjälkning av kasein .................. 0,5   g 
L-asparagin .................................................. 2,0   g 
Monokaliumfosfat ......................................... 1,0   g 
Dinatriumfosfat ............................................. 2,5   g 
Järnammoniumcitrat ..................................... 0,05 g 
Magnesiumsulfat .......................................... 0,01 g 
Polysorbat 80 ............................................... 0,2   g 
Kalciumklorid................................................ 0,5   mg 
Zinksulfat...................................................... 0,1   mg 
Kopparsulfat ................................................. 0,1   mg 
Bovint albumin.......................................... 100,0   mL 

 *Justerad och/eller kompletterad efter behov för att uppfylla prestandakriterierna. 
Varningar och försiktighetsbeaktanden: 
Avsedd för in vitro-diagnostik. 
Rör med lock som sitter åt hårt ska öppnas försiktigt så att inte skador inträffar på grund av att glaset går sönder. 
Förvaringsanvisningar: Förvara rör mörkt vid 2 – 8 °C efter leverans. Överhettning och nedfrysning skall undvikas. Får ej öppnas 
förrän omedelbart före användning. Undvik exponering för ljus. Rör som förvarats enligt anvisningarna tills just före användning kan 
inokuleras fram till utgångsdatum och inkuberas i upp till 8 veckor. Låt mediet värmas till rumstemperatur före inokulering. 
Produktnedbrytning: Rör får inte användas om de visar tecken på mikrobiell kontamination, missfärgning, fällning, avdunstning eller 
annan försämring. 
PROVTAGNING OCH -HANTERING 
Detta medium lämpar sig inte för användning direkt med kliniska prover utom enligt ovan eller som ”reservberikningsmedium” utöver 
isoleringsmedier. Se lämpliga texter för ytterligare information.3-7 
Patogena mikroorganismer, inklusive hepatitvirus och humant immunbristvirus, kan förekomma i kliniska prover. ”Allmänna 
försiktighetsbeaktanden”8-11 och institutionens riktlinjer bör följas vid hanteringen av alla föremål som kontaminerats med blod eller 
andra kroppsvätskor. Före bortskaffning ska provbehållare och annat kontaminerat material steriliseras genom autoklavering. 
Rutiner och procedurer samt spridningsskyddande utrustning och anläggningar enligt biosäkerhetsnivå 2 krävs vid 
icke-aerosolproducerande hantering av kliniska prover som t.ex. vid preparering av syrafasta utstryk. Samtliga aerosolgenererande 
aktiviteter måste utföras i ett biologiskt säkerhetsskåp av klass I eller II. För laboratorieaktiviteter som innefattar förökning och 
hantering av odlingar av M. tuberculosis och M. bovis krävs rutiner samt spridningsskyddande utrustning och anläggningar enligt 
biosäkerhetsnivå 3. Djurstudier kräver dessutom särskilda förfaranden.10
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FÖRFARANDE 
Tillhandahållet material: Dubos Broth, Enriched 
Material som krävs men ej medföljer: Extra odlingsmedier, reagenser, organismer för kvalitetskontroll och sådan 
laboratorieutrustning som krävs för denna metod. 
Testförfarande: Använd aseptisk teknik. 
Testförfarandena är de som rekommenderas av Centers for Disease Control and Prevention (CDC) för primärisolering från prover som 
innehåller mykobakterier.4 En lösning av N-acetyl-L-cystein-natriumhydroxid (NALC-NaOH) rekommenderas som ett skonsamt men 
effektivt medel för enzymbehandling och dekontaminering. Dessa reagenser tillhandahålls i BBL MycoPrep 
provbehandlings/-dekontamineringssats. För detaljerade instruktioner avseende dekontaminering och odling, se en lämplig text.3-7 
Prover som har mindre sannolikhet för att kontamineras av andra mikroorganismer (cerebrospinalvätska, plueravätska, vävnadsbiopsi 
m.m.) kan inokuleras direkt i mediet. Se tillämplig text avseende rekommenderade förfaranden.3-7 
Inkubera rören vid 35 ± 2 °C i en CO2-berikadmiljö. Låt rörlocken vara lösa i minst en vecka så att CO2 får cirkulera, men dra sedan åt 
locken så att uttorkning förhindras. Lossa kortvarigt en gång i veckan så att CO2 förnyas. Sex till 8 veckors inkubering kan vara 
nödvändigt för att tecken på växt ska uppstå för många mykobakterier. 
Kvalitetskontroll utförd av användaren: 
1. Inspektera rören avseende tecken på försämring som beskrivs under ”Produktnedbrytning”. 
2. Kontrollera prestanda genom inokulering av ett representativt urval av varje medium med rena odlingar av stabila 

kontrollorganismer som ger kända, önskade reaktioner. Följande teststammar rekommenderas: 

TESTSTAM FÖRVÄNTADE RESULTAT 
Mycobacterium fortuitum 
ATCC 6841 

Växt 

Mycobacterium tuberculosis 
ATCC 25177 

Växt 

Kvalitetskontroll måste utföras i enlighet med gällande bestämmelser och/eller ackrediteringskrav samt laboratoriets standardrutiner 
för kvalitetskontroll. Det rekommenderas att användaren konsulterar gällande NCCLS-riktlinjer och CLIA-föreskrifter för lämpliga 
kvalitetskontrollförfaranden. 
RESULTAT 
Tillväxt i buljongmedier indikeras av grumlighet jämfört med ej inokulerad kontroll. 

FÖRFARANDETS BEGRÄNSNINGAR 
Berikningsbuljonger ska inte användas som enda isoleringsmedium. De ska användas tillsammans med selektiva och icke selektiva 
plattmedier i syfte att öka sannolikheten för att isolera patogener, i synnerhet när dessa kan finnas i ringa antal. 
För identifiering måste organismer vara i renodling. Morfologiska, biokemiska och/eller serologiska tester bör utföras för fullständig 
identifiering. Se lämplig litteratur för noggrann information och rekommenderade förfaranden.3-7 

KLINISKA PRESTANDA 
Eftersom Dubos-buljongen ger utspridd växt används den för att bereda en relativt enhetlig suspension av mykobakterier för 
användning i bakteriestudier. Dubos-buljong användes för att odla Mycobacterium tuberculosis i syfte att bestämma den enzymatiska 
aktiviteten hos alkoholdehydrogenas. Efter 7 dagar låg den specifika aktiviteten hos enzymet från celler som odlats i Dubos-buljong 2 
till 3 gånger högre än den hos celler som odlats i Sauton-medium.12 

TILLGÄNGLIGHET 
Kat. nr.  Beskrivning 
295697  BBL Dubos Broth, Enriched (buljong, berikads), förpackning med 10 rör i storlek K 
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