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AVSEDD ANVANDNING

BD BBL Desoxycholate Reagent Droppers (desoxykolatreagenspipetter) anvands for presumptiv differentiering av pneumokocker
fran andra grampositiva kocker med hjalp av ett galloslighetstest.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Natriumdesoxykolat ar ett salt bestdende av renad gallsyra. Detta salt kan anvandas i Iagre koncentrationer &r andra gallsyrasalter.
Saltet ar vattenlosligt och lyserar pneumokockceller som behandlats med en 10 % I6sning. Galléslighetstestet kan utféras genom att
natriumdesoxykolatlésning tillsatts till en cellsuspension eller direkt till kolonier pa en blodagarplatta.’-3

Varje pipett kan anvandas under en dag efter det att ampullen har brutits.

PRINCIPER FOR METODEN

Galloslighetstesten grundas pa observationen att Streptococcus pneumoniae-celler lyseras nar de behandlas med en 10 % I6sning
av natriumdesoxykolat, medan andra streptokocker och grampositiva kocker inte ar gallésliga. Lysering uppstar eftersom gallésliga
organismer innehaller en autolytisk amidas som nar den aktiveras av gallsalter klyver bandet mellan alanin och muraminsyra i
cellvaggen.4

REAGENSER
BD BBL Desoxycholate Reagent Droppers innehaller 0,5 mL 10 % natriumdesoxykolatvattenldsning.

Varningar och forsiktighetsbeaktanden:

Avsedd for in vitro-diagnostik.

Denna produkt innehaller torrt naturgummi.

Folj korrekta laboratorierutiner vid hantering och bortskaffning av infektiost material. Undvik hudkontakt. Skélj noga med vatten
vid spill.

Foérvaringsanvisningar: Foérvaras vid rumstemperatur 15 — 30 °C. Skyddas mot ljus.

Nedbrytning av produkten: Denna reagens ar hermetiskt innesluten i en ampull, vilken skyddar I6sningen fran kemisk instabilitet
fram till utgangsdatum.En viss flockulation av reagensen kan férekomma under 23 °C. Detta indikerar inte en reagensforsamring,
emellertid for att eliminera flockulation, sakerstall att reagensen forvaras vid minst 23 °C fére anvandning.

FORFARANDE

Tillhandahallet material: BD BBL Desoxycholate Reagent Droppers.

Material som kravs men ej medféljer: Extra odlingsmedier, reagenser, referensorganismer for kvalitetskontroll och sadan
laboratorieutrustning som kravs for férfarandet.

Testférfarande och resultat:

Hall reagenspipetten uppratt och RIKTA SPETSEN BORT FRAN DIG. Grip tag i mitten pa pipetten med tummen och pekfingret
och tryck forsiktigt sa att ampullen bryts sénder inne i pipetten. Viktigt! Ampullen skall brytas nara mitten och endast en gang.
Fortsatt inte att manipulera pipetten eftersom plasten da kan punkteras och kroppsskador kan uppsta. Knacka botten i
bordsytan nagra ganger. Nar pipetten ar klar att anvandas, skall den véndas upp och ned for praktisk droppvis dispensering.

A. Direkt kolonimetod

1. Placera 1 droppe reagens direkt pa en valisolerad 18 — 24-timmars koloni.

2. Inkubera plattorna vid rumstemperatur i 15 min, med agarsidan nedat.

3. Undersok kolonin. Utjamning eller nedbrytning av kolonin ar normal for ett positivt resultat.
B. Provrérsmetod

1. Tillsatt 1,0 mL steril 0,85 % koksaltldsning till ett 13 x 100 mm provror.

2. Bered en tung suspension (cirka 1,0 — 2,0 McFarland-standard) av testorganismen. Vortexblanda i 10 sec sa att
suspensionen blir homogen. Justera vid behov suspensionen till ett neutralt pH.

Dela I6sningen pa tva 13 x 100 mm provror (0,5 mL/ror). Mark ett ror Test och det andra Kontroll.
Tillsatt 10 droppar (0,5 mL) steril 0,85 % koksaltlésning till provréret markt Kontroll.

Tillsatt 10 droppar desoxykolatreagens till provréret markt Test.

Blanda forsiktigt varje ror.

Inkubera i rumstemperatur i 15 min.

Jamfor resultaten mellan Test och Kontroll. Om testsuspensionen forefaller vara klar eller mindre grumlig an kontrollen ar
testresultatet positivt. Om testsuspensionen forefaller vara lika som kontrollen ar resultatet negativt.
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Kvalitetskontroll utférd av anvandaren:
1. Positiva (Streptococcus pneumoniae ATCC 6303) och negativa (Enterococcus faecalis ATCC 29212) kontroller skall utforas
samtidigt som organismen som skall testas.

Kvalitetskontroll maste utféras i enlighet med gallande bestammelser eller ackrediteringskrav samt laboratoriets etablerade
procedurer for kvalitetskontroll. Det rekommenderas att anvandaren konsulterar tillampliga CLSI-riktlinjer och CLIA-foreskrifter for
lampliga kvalitetskontrollférfaranden.

METODENS BEGRANSNINGAR

Anvand 18 — 24-timmarkulturer for att sékerstalla korrekta resultat. Falskt negativa resultat kan uppsta nar aldre kulturer anvands.45
Falskt negativa resultat upptrader med den Direkta kolonimetoden om reagensen innehaller flockulerande material. Sakerstall
saledes att reagensen forvaras vid minst 23 °C fére anvandning.

Om pH-vardet inte kan registreras till neutralt fore tillsatsen av desoxykolatreagens i provrérsmetoden kan det leda till falskt negativa
resultat pga. fallning i reagensen.?.2

Om suspensionen i provrorsmetoden endast klarnar delvis, skall en andra bekraftande test utféras med BD Pneumoslide testsats
eller BD Taxo P-lappar.

KLINISKA PRESTANDAS®

Downie, Stent och White testade 25 pneumokockstammar (19 jamna, 6 ojamna) med flera spadningar av 10 % deoxykolatsyra
(desoxykolat) med anvandning av provrorsmetoden. Féljande resultat rapporterades. Resultaten var liknande for alla stammar som
testades, forutom en ojamn stam som producerade ett positivt resultat vid en 1:20 spadning.

Slutlig spadning
1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400
10 % desoxykolatsyra + + + + + + B
n=24
TILLGANGLIGHET
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BD Diagnostics teknisk service: Kontakta narmaste BD-representant eller bes6k www.bd.com/ds.
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