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TILSIGTET BRUG

BD BBL Desoxycholate Reagent Droppers (deoxycholat reagenspipetter) anvendes til tentativ differentiering af pneumococci fra
andre gram-positive cocci med galdeoplgselighedstesten.

RESUME OG FORKLARING

Natriumdeoxycholat er et salt af renset galdesyre, og kan anvendes i lavere koncentrationer end andre galdesyresalte. Det er
oplgseligt i vand, og lyserer pneumococceller, der er behandlet med en 10 % oplgsning. Galdeoplgselighedstesten kan udferes ved
at tilsestte natriumdeoxycholatoplgsningen til en cellesuspension eller direkte til kolonier pa en blodagarplade.-3

Hver pipette kan anvendes i én dag, efter at ampullen er blevet knaekket.

PROCEDURENS PRINCIPPER

Galdeoplgselighedstesten er baseret pa den observation, at celler fra Streptococcus pneumoniae lyseres, nar de behandles med
en 10 % oplgsning af natriumdeoxycholat, mens andre streptococci og Gram-positive cocci ikke er galdeoplgselige. Der opstar
lysis, fordi galdeopl@selige organismer indeholder en autolytisk amidase, som spalter bindingen mellem alanin og muraminsyre i
cellevaeggen, nar de aktiveres af galdesalte.4

REAGENSER
BD BBL Desoxycholate Reagent Droppers indeholder 0,5 mL af en 10 % vandig opl@sning af natriumdeoxycholat.

Advarsler og forholdsregler:
Til in vitro diagnostik.
Dette produkt indeholder tgrt naturgummi.

Folg etablerede laboratorieprocedurer angdende handtering og kassering af smittefarlige materialer. Undga hudkontakt. Skyl
grundigt med vand, hvis der spildes.

Opbevaringsinstruktioner: Skal opbevares ved stuetemperatur 15 — 30 °C. Beskyttes mod lys.

Produktnedbrydning: Dette reagens er hermetisk forseglet i en ampul, som beskytter oplgsningen mod kemisk ustabilitet indtil
udlgbsdatoen. Nogen flokkulering af reagenset kan forekomme ved temperaturer pa under 23 °C. Dette angiver ikke nedbrydning af
reagenset. For at eliminere flokkulering skal det dog sikres, at reagenset opbevares ved en temperatur pa mindst 23 °C inden brug.

PROCEDURE

Vedlagt materiale: BD BBL Desoxycholate Reagent Droppers.

Nodvendige materialer, der ikke er vedlagt: Hjeelpekulturmedier, reagenser, kvalitetskontrolorganismer og laboratorieudstyr som
pakraevet til denne procedure.

Testprocedure og resultater:

Hold pipetten opret og VEND SPIDSEN VAK FRA DIG SELV. Tag fat i midten med tommel- og pegefinger og klem forsigtigt for at
braekke ampullen over inde i pipetten. Forsigtig: Braek ampullen over midtpa én gang. Pipetten bor ikke handteres mere, da
plastikket kan punktere, og der kan opsta personskade. Bank bunden af pipetten let mod en bordplade et par gange. Vend den
herefter om for en let, drabevis dispensering.

A. Direkte kolonimetode

1. Leeg 1 drabe af reagenset direkte pa en velisoleret 18 — 24 h koloni.

2. Inkubér pladen ved stuetemperatur, med agarsiden nedad, i 15 min.

3. Undersgg koloniens udseende. Fladtrykning eller nedbrydning af kolonien er typisk for et positivt resultat.
B. Reagensglasmetode

1. Tilseet 1,0 mL sterilt 0,85 % saltvand til et 13 x 100 mm reagensglas.

2. Praeparer en tung suspension (ca. 1,0 — 2,0 McFarland standard) af testorganismen. Slyng den i 10 sec for at opna en jeevn
suspension. Justér om ngdvendigt suspensionen til neutralt pH.

Del suspension mellem to 13 x 100 mm reagensglas (0,5 mL/glas). Markér den ene Test og den anden Kontrol.
Tilsaet 10 draber (0,5 mL) af sterilt 0,85% saltvand til glasset markeret Kontrol.

Tilsaet 10 draber deoxycholatreagens til glasset markeret Test.

Bland forsigtigt hvert glas.

Inkuberes ved stuemperatur i 15 min.

Sammenlign testresultatet med kontrolprgven. Hvis testen er klar eller mindre grumset end kontrolprgven, er resultatet
positivt. Hvis testen ser ud som kontrolprgven, er resultatet negativt.
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Brugerkvalitetskontrol:

1. Positive (Streptococcus pneumoniae ATCC 6303) og negative (Enterococcus faecalis ATCC 29212) kontroller bgr keres
samtidigt med den organisme, der skal testes.

Krav til kvalitetskontrol skal udfgres i overensstemmelse med lokale og nationale regulativer eller akkrediteringskrav og brugerens
laboratoriums standard kvalitetskontrolprocedurer. Det anbefales, at brugeren henviser til CLSI og CLIA regulativer med henblik pa
vejledning om relevant praksis for kvalitetskontrol.

PROCEDURENS BEGRANSNINGER

Brug 18- til 24-h kulturer for at sikre ngjagtige resultater. Der kan opsta falske negative resultater, hvis der bruges eeldre kulturer.4.5
Falske negative resultater kan forekomme med den direkte kolonimetode, hvis reagenset indeholder flokkuleringsmateriale. Serg
derfor for, at reagenset opbevares ved en temperatur pa mindst 23 °C inden brug.

Hvis pH ikke justeres til neutralt inden tilseetningen af deoxycholatreagens ved reagensglasmetoden, kan det resultere i falsk
negative resultater pga. udfeeldning af reagenset. .2

Hvis der kun ses en delvis opklaring ved reagensglasmetoden, skal der udferes en bekraeftelsestest med et BD Pneumoslide
testseet eller BD Taxo P-skiver.

FUNKTIONSDATA®

Downie, Stent og White testede 25 stammer (19 glatte, 6 grove) af pneumococci med flere fortyndinger af 10 % deoxycholatsyre
med glasmetoden, og rapporterede falgende resultater. Resultaterne var ens for alle stammer, der blev testet, med undtagelse af én
grov stamme, som producerede et positivt resultat ved en fortynding pa 1:20.

Endelige fortyndinger
1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400
10 % deoxycholatsyre + + + + + + -
n=24
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