
Dubos Broth, Enriched

Terreno BBL in provetta pronto per l'uso per la coltivazione di
micobatteri

USO PREVISTO
Il brodo Dubos arricchito, è usato per la coltivazione di colture pure di micobatteri, in
particolare Mycobacterium tuberculosis.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE
Il brodo Dubos arricchito è un terreno modificato in base alla formulazione di Dubos
et al.1, che differisce da quella originaria in quanto caratterizzata da un forte sistema
tampone e da un pH acido.2

Il valore primario del brodo Dubos è la sua capacità di fornire una crescita diffusa,
priva di eccessive agglutinazioni e utilizzabile per preparare una sospensione
relativamente uniforme di micobatteri da usare in studi batterici.
È usato anche come subcultura e terreno di arricchimento per la coltivazione rapida
di M. tuberculosis e altre specie di micobatteri da campioni clinici trattati e da inoculo
diretto di campioni che possono dare colture pure, es. liquidi cerebrospinale, pleurico
e peritoneale.3

PRINCIPI DELLA PROCEDURA
Il brodo Dubos arricchito contiene digerito enzimatico di caseina e un aminoacido, L-
asparagina, come fonti nutritive. Svariati sali inorganici forniscono gli ioni necessari
per il metabolismo dei micobatteri. Il polisorbato 80, un estere dell'acido oleico
fornisce gli acidi grassi essenziali per la replicazione dei micobatteri. L'albumina
bovina funge da agente protettivo legando gli acidi grassi liberi che possono essere
tossici per i micobatteri. L'albumina è termotrattata per inattivare la lipasi, che può
rilasciare acidi grassi dal polisorbato 80. I tamponi fosfato mantengono il pH del
terreno.

REAGENTI

Formula

Dubos Broth, Enriched
Formula approssimata* per 900 mL di acqua purificata

Digerito pancreatico di caseina ..........................0,5 .g
L-asparagina.........................................................2,0 .g
Fosfato monopotassico .......................................1,0 .g
Fosfato disodico...................................................2,5 .g
Citrato ferrico di ammonio .................................0,05 g
Solfato di magnesio ............................................0,01 g
Polisorbato 80 ......................................................0,2 .g
Cloruro di calcio...................................................0,5 .mg
Solfato di zinco....................................................0,1 .mg
Solfato di rame ....................................................0,1 .mg
Albumina bovina .............................................100,0 .mL

*Compensata e/o corretta per soddisfare i criteri di performance.

Avvertenze e precauzioni
Per uso diagnostico in vitro.
Aprire con estrema cautela le provette con i tappi serrati allo scopo di evitare lesioni
dovute alla rottura del vetro.
Istruzioni per la conservazione - Al ricevimento, conservare le provette al buio a 
2 - 8 °C. Evitare congelamento e surriscaldamento. Aprire soltanto al momento
dell'uso. Ridurre al minimo l'esposizione alla luce. I terreni in provetta conservati
come indicato sull'etichetta sino al momento dell'uso, possono essere inoculati fino
alla data di scadenza e incubati per un massimo di 8 settimane. Prima dell'inoculo,
attendere che il terreno si porti a temperatura ambiente.
Deterioramento del prodotto - Non usare le provette se presentano tracce di
contaminazione microbica, alterazione di colore, precipitazione, evaporazione o altri
segni di deterioramento.

RACCOLTA E TRATTAMENTO DEI CAMPIONI
Questo terreno non è adatto a essere usato direttamente con campioni clinici, salvo
nei casi sopra indicati o allorché è usato come terreno di arricchimento di "backup" in
aggiunta al terreno di isolamento. Per ulteriori informazioni, consultare la
documentazione appropriata.3-7

I campioni clinici possono contenere microrganismi patogeni, inclusi i virus
dell'epatite e i virus dell'immunodeficienza umana. Manipolare tutti i materiali e gli
articoli contaminati con sangue e altri fluidi biologici in conformità alle linee guide
dell'istituto e alle "Precauzioni standard".8-11 Prima dello smaltimento, sterilizzare in
autoclave i contenitori dei campioni e gli altri materiali contaminati.
Per le manipolazioni di campioni clinici (es. preparazione di strisci acido-resistenti) che
non comportano produzione di aerosol, si richiede l'impiego di apparecchiature e
strutture di contenimento e l'adozione delle norme di sicurezza biologica di livello 2.
Tutte le procedure che comportano la generazione di aerosol devono essere eseguite
sotto cappa di sicurezza biologica di Classe I o II. Per le attività di laboratorio che
comportano la propagazione e manipolazione di colture di M. tuberculosis ed
M. bovis, si richiede l'impiego di apparecchiature e strutture di contenimento e
l'adozione delle norme di sicurezza biologica di livello 3. Anche gli studi su animali
richiedono procedure speciali.10

PROCEDURA
Materiale fornito - Dubos Broth, Enriched

Materiali necessari ma non forniti - Terreni di coltura accessori, reagenti,
microrganismi per controllo di qualità e apparecchiature di laboratorio necessarie per
questa procedura.
Procedura del test - Adottare tecniche asettiche.
Le procedure di test sono quelle raccomandate dai Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) per l'isolamento primario da campioni contenenti micobatteri.4
Si raccomanda una soluzione di N-acetil-L-cisteina e idrossido di sodio (NALC-NaOH)
come agente - delicato ma efficace - sia per la decontaminazione che per la
digestione. Questi reagenti sono contenuti nel kit di digestione/decontaminazione dei
campioni BBL MycoPrep. Per informazioni dettagliate sui metodi di
decontaminazione e coltura, consultare la documentazione appropriata.3-7

I campioni con verosimile minor contaminazione  da altri microrganismi (liquido
cerebrospinale, liquido pleurico, tessuto bioptico, ecc.) possono essere inoculati
direttamente nel terreno. Per le procedure raccomandate, consultare la
documentazione appropriata.3-7

Incubare le provette a 35 ± 2 °C in atmosfera arricchita di CO2. Lasciare i tappi delle
provette non completamente avvitati per almeno una settimana per permettere la
circolazione di CO2, ma avvitarli bene dopo tale periodo per evitare la disidratazione.
Svitare leggermente e brevemente una volta alla settimana per reintegrare la CO2. Per
riscontrare segni di crescita di molti micobatteri, possono essere necessarie da sei a 8
settimane di incubazione.
Controllo di qualità a cura dell'utente 
1. Verificare che le provette non presentino segni di deterioramento come descritto

in "Deterioramento del prodotto".
2. Controllare le performance inoculando un campione rappresentativo di ogni

terreno con colture pure di microrganismi di controllo stabili che producono
reazioni note e attese. Si consigliano i ceppi di test sotto elencati.

Le procedure prescritte per il controllo di qualità devono essere effettuate in
conformità alle norme vigenti o ai requisiti di accreditazione e alla prassi di controllo
di qualità del laboratorio specifico. Per una guida alla prassi di controllo di qualità
appropriata, si consiglia di consultare le norme CLIA e la documentazione NCCLS in
merito.

RISULTATI
La crescita nel brodo è evidenziata dalla comparsa di torbidità rispetto al controllo
non inoculato.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA
I brodi di arricchimento non devono essere usati come unico terreno di isolamento.
Essi vanno usati insieme a terreni in piastra selettivi e non selettivi per aumentare le
probabilità di isolamento di patogeni, soprattutto allorché presenti in quantità
limitate.
Ai fini dell'identificazione, i microrganismi devono essere in coltura pura. Per
l'identificazione finale, è necessario eseguire test morfologici, biochimici e/o
sierologici. Per informazioni dettagliate e procedure raccomandate, consultare la
documentazione appropriata.3-7

PERFORMANCE
Data la capacità di fornire una crescita diffusa, il brodo Dubos è usato per preparare
una sospensione relativamente uniforme di micobatteri da usare in studi batterici. Il
brodo Dubos è stato usato per la coltura di Mycobacterium tuberculosis al fine di
determinare l'attività enzimatica dell'alcol deidrogenasi. Dopo 7 giorni, l'attività
specifica dell'enzima da cellule cresciute nel brodo Dubos è risultata di 2 - 3 volte
superiore a quella delle cellule cresciute in terreno Sauton.12

DISPONIBILITÀ

N. di cat. Descrizione
295697 BBL Dubos Broth, Enriched, confezione da 10 provette di misura K
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