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INTENDED USE

BactiDrop Desoxycholate (10%) is a reagent used in
qualitative procedures for the detection of bile solubility
for the differentiation of Streptococcus pneumoniae from
other alpha-hemolytic streptococci. . The device is used
in a diagnostic workflow to aid clinicians in the treatment
options for patients suspected of having bacterial
infections.

The device is not automated, is for professional use only
and is not a companion diagnostic.

SUMMARY AND EXPLANATION

S. pneumoniae possesses an autocatalytic enzyme that
lyses the organism’s own cell wall during cell division. In
1900, Neufeld used sodium desoxycholate, a bile salt, to
detect autolysis, which differentiated bile-soluble
S. pneumoniae from bile-insoluble alpha-hemolytic
streptococci.! Evans employed 10% bile to lyse broth
cultures of pneumococci.?> Hawn and Beebe evaluated
the effectiveness of applying bile salts directly to a blood
agar plate culture of pneumococci.®

PRINCIPLE

The bile solubility test is based on the observation that
S. pneumoniae cells lyse when 10% desoxycholate is
applied, while other streptococci and gram-positive cocci
do not. The actual mechanism for bile solubility is not
fully understood. Bile salts lower surface tension at the
medium-membrane interface and also cause a cell
membrane derangement.*®> S. pneumoniae produces
an autolytic, intracellular enzyme that causes the
organism to undergo rapid autolysis when cultivated on
artificial medium.® Goebel and Avery state that the
action of bile salts is independent of the autolytic
enzyme.” Dubos and Hirsch found that bile salts
inactivate the naturally occurring autolytic enzyme either
by the alteration or the removal of a normal autolytic
inhibitor from the pneumococcal cells.®

REAGENTS (CLASSICAL FORMULA)*
Desoxycholic Acid Sodium (CAS 302-95-4)....... 1000 g

Ethanol (CAS 64-17-5).........cccccovniviiiniciiiiene 200.0 ml
Sodium Merthiolate, 1:1000 (CAS 54-64-8) ........ 0.15 ml
Demineralized Water (CAS 7732-18-5)............. 800.0 ml

*Adjusted as required to meet performance standards.

PRECAUTIONS

WARNING! Flammable liquid and vapor. Causes eye,
skin, and respiratory tract irritation. This substance has
caused adverse reproductive and fetal effects in
humans. May cause central nervous system depression.
May cause liver, kidney, and heart damage.

This product is for In Vitro diagnostic use and should be
used by properly trained individuals. Precautions should
be taken against the dangers of microbiological hazards

by properly sterilizing specimens, containers and media
after use. Directions should be read and followed
carefully. Refer to Safety Data Sheet on company
website for detailed information on chemical reagents.

Any serious incident that has occurred in relation to the
device shall be reported to the manufacturer and the
competent authority of the Member State in which the
user and/or the patient is established.

In the event of malfunction, do not use the device

STORAGE

This product is ready for use and no further preparation
is necessary. Store product in its original container at
20-25°C until used. Do not freeze or overheat.

PRODUCT DETERIORATION

This product should not be used if (1) there is evidence
of dehydration, (2) the color has changed, (3) the
expiration date has passed, or (4) there are other signs
of deterioration. The expiration date applies to the
product in its intact container when stored as directed.

Note: A flocculant precipitate may form at temperatures
below 15°C. This flocculation will not reduce the
effective-ness of the reagent.

SPECIMEN COLLECTION, STORAGE, TRANSPORT
Specimens should be collected and handled following
recommended guidelines.®*°

MATERIALS PROVIDED

50 BactiDrop Desoxycholate (10%) — glass ampule
enclosed in a protective plastic sheath with a dropper
dispenser tip (0.75/ampule)

1 Ampule crusher (reusable)

MATERIALS REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

(1) Loop sterilization device, (2) Inoculating loop, swabs,
collection containers, (3) Incubators, alternative
environmental systems, (4) Supplemental media,
(5) Quality control organisms, (6) Saline, (7) Test tubes,
(8) Phenol Red Indicator (R21250), (9) 0.1 N NaOH.

PROCEDURE

Place dropper in the assembled, reusable ampule
crusher provided. Hold the dropper/crusher in an upright
position and lightly tap the bottom to dislodge any
bubbles that may have formed. Grasp the middle of the
dropper/ crusher with the thumb and forefinger, and with
the tip pointing away, press gently to crush the ampule.
Invert dropper and squeeze slightly to dispense in a
dropwise fashion. Discard remaining portion of partially
used ampule at end of workday.

Spot Test:

1. To awell-isolated colony on sheep blood agar, add
1 drop of reagent and incubate the plate in an
upright position at 35-37°C for 30 minutes.

2. Examine for colony disintegration.
Tube Test:

1. Prepare a heavy suspension of a pure culture in 1
ml of normal saline.

2. Add 1 drop of Phenol Red Indicator and adjust pH
to 7.0 (pink) by adding 0.1 N NaOH if necessary.



3.  Divide this suspension into two tubes, labeling one
Test and the other Control.

4. Add 0.5 ml (17 drops) of the reagent to the tube
marked Test.

5. Add 0.5 ml of normal saline to the tube marked
Control.

6. Gently agitate the tubes to suspend the bacteria
and incubate at 35-37°C for up to 3 hours.

7. Examine hourly for clearing. The Control will
remain turbid.

INTERPRETATION
Spot Test:

Positive Test* - Colony disintegration within 30 minutes

Negative Test - Colony remains intact within 30 minutes

Tube Test:
Positive Test* - Clearing of Test suspension within 3
hours; Control suspension remains turbid

Negative Test - Test and Control suspensions remain
turbid within 3 hours

*Organism is bile-soluble.

QUALITY CONTROL

All lot numbers of BactiDrop Desoxycholate (10%) have
been tested using the following quality control organisms
and have been found to be acceptable. Testing of
control organisms should be performed in accordance
with established laboratory quality control procedures. If
aberrant quality control results are noted, patient results
should not be reported.

CONTROL RESULTS
Streptococcus pneumoniae Positive
ATCC® 6305

Streptococcus sanguis Negative
ATCC® 10556

LIMITATIONS

1.  When using the spot test, read a positive test as
colony disintegration and not a floating-away of the
colony on the surface of the reagent.'®

2. Use bile solubility only to differentiate alpha-
hemolytic streptococci from S. pneumoniae.*°

3. Older cultures of S. pneumoniae may give
negative results due to loss of enzyme activity.®

4. Some strains of pneumococci are insoluble in
bile, whereas some strains of alpha-hemolytic
streptococci are soluble.  Further testing is
required for definitive identification.®
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DOMAINE D’APPLICATION

Bactidrop Desoxycholate (10 %) est un réactif utilisé dans les
procédures qualitatives pour la détection de la solubilité biliaire
pour la différenciation de Streptococcus pneumoniae des autres
streptocoques alpha-hémolytiques. L'appareil est utilisé dans un
flux de travail de diagnostic pour aider les cliniciens dans les
options de traitement pour les patients suspectés d'avoir des
infections bactériennes.

L'appareil n'est pas automatisé, est destiné a un usage
professionnel uniquement et n‘est pas un diagnostic compagnon.

RESUME ET EXPLICATION

S. pneumoniae posséde une enzyme autocatalytique qui lyse la
paroi cellulaire de I'organisme lors de la division cellulaire.

En 1900, Neufeld a utilisé le désoxycholate de sodium, un sel
biliaire, pour détecter I'autolyse, ce qui a permis de différencier les
S. pneumoniae des streptocoques alpha-hémolytiques insolubles
dans la bile.! Evans a employé de la bile & 10 % pour lyser des
cultures de pneumocoques en bouillon.2 Hawn et Beebe ont évalué
I'efficacité de l'application de sels biliaires directement sur une
culture de pneumocoques en gélose au sang.?

PRINCIPE

Le test de solubilité biliaire est basé sur I'observation que les
cellules S. pneumoniae se lysent quand on applique du
désoxycholate a 10 %, alors que les autres streptocoques et les
cocci a gram positif ne le font pas. Le mécanisme réel de la
solubilité biliaire n'est pas entierement compris. Les sels biliaires
abaissent la tension superficielle a I'interface milieu-membrane et
provoquent également un déreglement de la membrane
cellulaire.*> S. pneumoniae produit une enzyme intracellulaire
autolytique qui fait que l'organisme subit une autolyse rapide
lorsqu'il est cultivé sur un milieu artificiel.® Goebel et Avery
affirment que laction des sels biliaires est indépendante de
I'enzyme autolytique.” Dubos et Hirsch ont constaté que les sels
biliaires inactivent I'enzyme autolytique naturelle soit par
I'altération ou I'élimination d’un inhibiteur autolytique normal des
cellules pneumococciques.®

FORMULE DU REACTIF
Acide désoxycholique sodique (CAS 302-95-4) ..........cccc.c... 1009
Ethanol (CAS 64-17-5) ..

Merthiolate de sodium, 1:1000 (CAS 54-64-8)
Eau déminéralisée (CAS 7732-18-5)

PRECAUTIONS

AVERTISSEMENT ! Liquide et vapeur inflammables. Provoque
lirritation des yeux, de la peau et de I'appareil respiratoire. Cette
substance a provoqué des effets indésirables sur la reproduction
et le foetus cher 'homme. Peut causer une dépression du systeme
nerveux central. Peut causer des dommages au foie, aux reins et
au ceeur.

Ce produit est destiné au diagnostic in vitro et son usage est
réservé a des personnes diment formées. Des précautions contre
les risques microbiologiques potentiels doivent étre prises par la
stérilisation appropriée des échantillons, des récipients et du milieu
apres leur utilisation. Les instructions doivent étre lues et
respectées scrupuleusement. Se référer a la fiche de données de
sécurité sur le site web de I'entreprise pour des informations
détaillées sur les produits chimiques des réactifs.

Tout incident grave se produisant en relation avec le dispositif doit
étre signalé au fabricant et aux autorités compétentes de I'Etat
membre dans lequel I'utilisateur ou patient est établi.

En cas de dysfonctionnement, ne pas utiliser le dispositif.

CONSERVATION

Ce produit est prét a 'emploi et aucune autre préparation n’est
nécessaire. Le produit doit étre stocké dans son récipient d’origine
a une température comprise entre 20 et 25 °C jusqu’a utilisation.
Ne pas congeler ni surchauffer.

DETERIORATION DU PRODUIT

Ce produit ne doit pas étre utilisé si (1) il y a des signes de
déshydratation, (2) la couleur a changé, (3) la date d’expiration est
dépassée, ou (4) il y a d’autres signes de détérioration. La date de
péremption s’applique au produit dans son contenant intact
lorsqu'il est entreposé selon les directives. Jeter la partie restante
de 'ampoule partiellement utilisée a la fin de la journée.

Remarque : un précipité de floculant peut se former & des
températures inférieures a 15 °C Cette floculation ne réduira pas
l'efficacité du réactif.

PRELEVEMENT, CONSERVATION ET TRANSPORT DES
ECHANTILLONS

Les échantillons doivent étre collectés et manipulés conformément
aux directives recommandées.®*°

MATERIEL FOURNI

50 BactiDrop Désoxycholate (10 %) - ampoule en verre enfermée
dans une gaine de protection en plastique avec un embout
distributeur a compte-gouttes (0,75 ml/ampoule).

1 Casse-ampoule (réutilisable)

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

(1) Dispositif de stérilisation des boucles, (2) Boucles d’inoculation,
écouvillons, récipients de collecte, (3) Incubateurs, systemes
environnementaux alternatifs, (4) Milieux supplémentaires,

(5) Organismes de contréle de qualité, (6) Sérum physiologique,
(7) Tubes a essai, (8) Indicateur rouge de phénol (R21250),

(9) NaOH 0,1 N.

PROCEDURE

Placer le flacon compte-gouttes dans le casseur d'ampoule
réutilisable fourni. Tenir le flacon-compte-gouttes/casse-ampoule
en position verticale et tapoter légerement le fond pour déloger les
bulles susceptibles de s’étre formées. Saisir la partie centrale du
compte-gouttes/casse-ampoule du pouce et de l'index, et avec la
pointe dirigée vers l'extérieur, appuyer délicatement pour casser
I'ampoule. Inverser le compte-gouttes et presser Iégerement pour
distribuer en goutte a goutte.

Jeter la partie restante de 'ampoule partiellement utilisée a la fin
de la journée.

Test ponctuel :

1. A une colonie bien isolée sur une gélose au sang de mouton,

ajouter 1 goutte de réactif et incuber la plaque en position
verticale & 35-37 °C pendant 30 minutes.

2. Examiner si la colonie se désintégre.

Test en tube :
1. Préparer une suspension lourde d’une culture pure dans 1ml
de sérum physiologique normal.

2. Ajouter 1 goutte d’indicateur rouge de phénol et ajuster le
pH & 7,0 (rose) en ajoutant du NaOH 0,1 N si nécessaire.

3. Diviser cette suspension en deux tubes, en étiquetant I'un
Test et 'autre Contréle.

4. Ajouter 0,5 ml (17 gouttes) du réactif dans le tube marqué Test.

5. Ajouter 0,5 ml de sérum physiologique normal dans le tube
marqué Control.

6. Agiter délicatement les tubes pour suspendre les bactéries
et incuber & 35-37 °C pendant 3 heures maximum.

7. Examiner toutes les heures pour vérifier la clarté. Le témoin
restera trouble.



INTERPRETATION
Test ponctuel :
Test positif* - Désintégration de la colonie dans les
30 minutes
Test négatif - La colonie reste intacte dans les 30 minutes

Testen tube:
Test positif* - Elimination de la suspension du test dans les
3 heures; Contrdle suspension reste turbide.

Test négatif - Les suspensions de test et de controle
restent turbides dans les 3 heures.

*L’organisme est soluble dans la bile.

CONTROLE QUALITE

Tous les numéros de lot de BactiDrop Desoxycholate (10 %) ont
été testés en utilisant les organismes de controle de qualité
suivants et ont été jugés acceptables. Les tests a laide
d'organismes de controle doivent étre effectués selon les
procédures établies de contréle qualité de laboratoire. Si des
résultats aberrants de controle qualité sont obtenus, les résultats
du patient ne doivent pas étre rapportés.

CONTROLE RESULTATS
Streptococcus pneumoniae Positif

ATCC 6305

Streptococcus sanguis Négatif
ATCC 10556

LIMITES

1. Si un test ponctuel est utilisé, lire un test positif comme une
désintégration de la colonie et non comme un flottement de
la colonie a la surface du réactif.*°

2. Utiliser la solubilité biliaire uniquement pour différencier les
streptocoques alpha-hémolytiques des S. pneumoniae.*°

3. Des cultures plus anciennes de S. pneumoniae peuvent
donner des résultats négatifs en raison de la perte d’activité
enzymatique.®

4. Certaines souches de pneumocoques sont insolubles dans
la bile, alors que certaines souches de streptocoques alpha-
hémolytiques sont solubles. D’autres tests sont nécessaires
pour une identification définitive.®
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VERWENDUNGSZWECK

Bactidrop Desoxycholat (10 %) ist ein Reagenz, das in qualitativen
Verfahren zum Nachweis der Gallenldslichkeit zur Differenzierung
von Streptococcus pneumoniae von anderen alpha-hamolytischen
Streptokokken. Het apparaat wordt gebruikt in een diagnostische
workflow om clinici te helpen bij de behandelingsopties voor
patiénten waarvan wordt vermoed dat ze bacteriéle infecties
hebben.

Het apparaat is niet geautomatiseerd, is alleen voor professioneel
gebruik en is geen begeleidende diagnose.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

S. pneumoniae verfugt Uber ein autokatalytisches Enzym, das die
eigene Zellwand des Organismus wahrend der Zellteilung auflost.
Im Jahr 1900 verwendete Neufeld Natriumdesoxycholat, ein
Gallensalz, um die Autolyse nachzuweisen, die die gallelgslichen
S. pneumoniae von den galleunléslichen alpha-hamolytischen
Streptokokken unterschied.! Evans verwendete 10%ige Galle, um
Briihkulturen von Pneumokokken zu lysieren.? Hawn und Beebe
untersuchten die Wirksamkeit der direkten Anwendung von
Gallensalzen auf eine Blutagarplattenkultur von Pneumokokken.®

PRINZIP

Der Gallenltslichkeitstest basiert auf der Beobachtung, dass
S. pneumoniae-Zellen lysieren, wenn 10 % Desoxycholat
verabreicht wird, wahrend andere Streptokokken und grampositive
Kokken dies nicht tun. Der eigentliche Mechanismus fiir die
Léslichkeit in der Galle ist nicht vollstandig geklart. Gallensalze
senken die Oberflachenspannung an der Grenzflache zwischen
Medium und Membran und verursachen au3erdem eine Stérung
der Zellmembran.*® S. pneumoniae produziert ein autolytisches,
intrazellulares Enzym, das den Organismus zu einer schnellen
Autolyse veranlasst, wenn er auf kiinstichem Medium kultiviert
wird.® Goebel und Avery stellen fest, dass die Wirkung von
Gallensalzen unabhangig von dem autolytischen Enzym ist.”
Dubos und Hirsch fanden heraus, dass Gallensalze das naturlich
vorkommende autolytische Enzym entweder durch die
Veranderung oder die Entfernung eines normalen autolytischen
Inhibitors aus den Pneumokokken-Zellen inaktivieren.®

REAGENZIENFORMEL
Desoxycholsaure-Natrium (CAS 302-95-4)....
Ethanol (CAS 64-17-5).........cccccceueuennne
Natriummerthiolat, 1:1000 (CAS 54-64-8)...
Demineralisiertes Wasser (CAS 7732-18-5)...

VORSICHTSMABNAHMEN

WARNUNG! Entziindbare Flussigkeit und Dampf. Verursacht
Reizungen der Augen, der Haut und der Atemwege. Dieser Stoff
hat beim Menschen schadliche Auswirkungen auf die
Fortpflanzung und den Fétus verursacht. Kann eine Depression
des zentralen Nervensystems verursachen. Kann Leber-, Nieren-
und Herzschéaden verursachen.

Dieses Produkt ist fiir die In-vitro-Diagnostik bestimmt und sollte
von entsprechend geschulten Personen verwendet werden. Es
sollten VorsichtsmaBnahmen gegen mikrobiologische Gefahren
getroffen werden, indem Proben, Behalter und Medien nach der
Verwendung  ordnungsgemal  sterilisiert ~ werden. Die
Gebrauchsanweisung sollte sorgféltig gelesen und befolgt werden.
Ausflihrliche Informationen zu den Reagenzien finden Sie im
Sicherheitsdatenblatt auf der Website des Unternehmens.

Jeder schwerwiegende Zwischenfall im Zusammenhang mit dem
Produkt ist dem Hersteller und der zustandigen Behorde des

Mitgliedstaats, in dem der Benutzer und/oder der Patient
niedergelassen ist, zu melden.
Verwenden Sie das Produkt im Falle einer Stérung nicht.

LAGERUNG

Dieses Produkt ist gebrauchsfertig und es ist keine weitere
Vorbereitung erforderlich. Lagern Sie das Produkt bis zur
Verwendung in seinem Originalbehalter bei 20-25 °C. Nicht
einfrieren oder tberhitzen.

PRODUKTVERSCHLECHTERUNG

Dieses Produkt sollte nicht verwendet werden, wenn (1) es
Anzeichen von Austrocknung gibt, (2) sich die Farbe veréndert hat,
(3) das Verfallsdatum tberschritten ist oder (4) es andere
Anzeichen von Verfall gibt. Das Verfallsdatum gilt fur das Produkt
in seinem unversehrten Behéltnis bei vorschriftsmaRiger
Lagerung. Entsorgen Sie den restlichen Teil der teilweise
verwendeten Ampulle am Ende des Arbeitstages.

Hinweis: Bei Temperaturen unter 15 °C kann sich ein
Flockungshilfsmittel-Niederschlag bilden. Diese Ausflockung wird
die Wirksamkeit des Reagenzes nicht beeintréchtigen.

ENTNAHME, LAGERUNG UND TRANSPORT VON PROBEN
Die Proben sollten gemalR den empfohlenen Richtlinien
entnommen und behandelt werden.*°

MITGELIEFERTES MATERIAL

50 BactiDrop Desoxycholat (10 %) — Glasampulle in einer
schiitzenden Kunststoffhiille mit Tropferspitze (0,75 mli/Ampulle)
1 Ampullenzerkleinerer (wiederverwendbar)

ERFORDERLICHE,
MATERIALIEN

(1) Sterilisationsose, (2) Inokulationsdse, Tupfer, Sammelbehalter,

(3) Inkubatoren, alternative Umgebungssysteme, (4) zusatzliche
Medien, (5) Qualitatskontrollorganismen, (6) Kochsalzlésung,

(7) Reagenzglaser, (8) Phenolrot-Indikator (R21250), (9) 0,1N
NaOH.

ABER NICHT MITGELIEFERTE

VERFAHREN

Stellen Sie die Tropfflasche in den mitgelieferten
wiederverwendbaren Ampullenzerkleinerer. Halten Sie den
Tropfer/Zerkleinerer aufrecht und klopfen Sie leicht auf den Boden,
um eventuell entstandene Blasen zu entfernen. Fassen Sie die
Mitte des Tropfers/Zerkleinerers mit Daumen und Zeigefinger und
driicken Sie mit der Spitze nach auf3en, um die Ampulle leicht zu
zerdriicken. Drehen Sie die Pipette um und drticken Sie sie leicht
zusammen, um sie tropfenweise zu verteilen.

Entsorgen Sie den restlichen Teil der teilweise verwendeten
Ampulle am Ende des Arbeitstages.

Spot-Test:
1. Geben Sie zu einer gut isolierten Kolonie auf Schafsblutagar

1 Tropfen Reagenz und inkubieren Sie die Platte aufrecht
stehend bei 35-37 °C fr 30 Minuten.

2. Untersuchen Sie auf den Zerfall der Kolonien.

Rohrchentest:

1. Bereiten Sie eine schwere Suspension einer Reinkultur in 1
ml normaler Kochsalzlésung vor.

2. Geben Sie 1 Tropfen Phenolrot-Indikator hinzu und stellen
Sie den pH-Wert auf 7,0 (rosa) ein, indem Sie
gegebenenfalls 0,1N NaOH hinzufiigen.

3. Teilen Sie diese Suspension auf zwei Rohrchen auf und
beschriften Sie eines mit Test und das andere mit Kontrolle.

4, Geben Sie 0,5 ml (17 Tropfen) des Reagenzes in das mit
Test markierte Rohrchen.

5. Geben Sie 0,5 ml normale Kochsalzlésung in das Réhrchen
mit der Aufschrift Kontrolle.

6. Schtteln Sie die Réhrchen vorsichtig, um die Bakterien zu
suspendieren und inkubieren Sie sie bei 35-37 °C fr bis zu
3 Stunden.



7. Untersuchen Sie stiindlich, ob Sie sich freimachen kénnen.
Die Kontrolle wird triib bleiben.

INTERPRETATION
Spot-Test:

Positiver Test* - Zerfall der Kolonie innerhalb von 30 Minuten

Negativer Test—  Kolonie bleibt innerhalb von 30 Minuten intakt

Réhrchentest:

Positiver Test* - Klarung der Testsuspension innerhalb von

3 Stunden; die Kontrollsuspension bleibt

triib

Negativer Test— Test- und Kontrollsuspensionen bleiben
innerhalb von 3 Stunden triib

* Der Organismus ist gallenloslich.

QUALITATSKONTROLLE

Alle Chargennummern von BactiDrop Desoxycholat (10 %)
wurden mit den folgenden Qualitatskontrollorganismen getestet
und fir akzeptabel befunden. Das Testen von Kontrollorganismen
sollte in Ubereinstimmung mit den etablierten
Qualitatskontrollverfahren des Labors durchgefiihrt werden. Wenn
abweichende Qualitatskontrollergebnisse festgestellt werden,
sollten die Patientenergebnisse nicht gemeldet werden.

KONTROLLE ERGEBNISSE
Streptococcus pneumoniae Positiv

ATCC 6305

Streptococcus sanguis Negativ

ATCC 10556

EINSCHRANKUNGEN

1. Wenn Sie den Spot-Test verwenden, lesen Sie einen
positiven Test als Zerfall der Kolonie und nicht als
Abschwimmen der Kolonie auf der Oberflache des
Reagenzes.™®

2. Verwenden Sie die Gallenloslichkeit nur zur Unterscheidung
von alpha-hamolytischen Streptokokken von
S. pneumoniae.*°

3. Altere Kulturen von S. pneumoniae kénnen aufgrund eines
Verlusts der Enzymaktivitat negative Ergebnisse liefern.®

4. Einige Stamme von Pneumokokken sind unléslich in der
Galle, wéhrend einige Stamme von alpha-héamolytischen
Streptokokken l8slich sind. Fir die endgultige Identifizierung
sind weitere Tests erforderlich.®
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Temperaturbegrenzung
(Lagertemp.)
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PRZEZNACZENIE

Bactidrop Dezoksycholan (10%) jest odczynnikiem stosowanym w
jakosciowych procedurach wykrywania rozpuszczalnosci w zotci
do rdznicowania  Streptococcus pneumoniae z innych
paciorkowcéw alfa-hemolizujgcych. Urzadzenie jest
wykorzystywane w procesie diagnostycznym, aby pomoéc
klinicystom w opcjach leczenia pacjentéw z podejrzeniem infekcji
bakteryjnych.

Urzadzenie nie jest zautomatyzowane, stuzy wytgcznie do uzytku
profesjonalnego i nie jest diagnostyka towarzyszaca.

PODSUMOWANIE | WYJASNIENIE

S. pneumoniae posiada enzym autokatalityczny, ktéry podczas
podziatu komorki rozktada $ciang komérkowa organizmu. W 1900
roku Neufeld uzyt dezoksycholanu sodu, soli Zétciowej, do
wykrycia autolizy, ktéra réznicowata rozpuszczalno$é¢ w zofci S.
pneumoniae z nierozpuszczalnych w zoétci paciorkowcéw alfa-
hemolizujgcych®. Evans uzyt 10% zétci do lizy kultur bulionowych
pneumokokéw?. Hawn i Beebe ocenili skuteczno$é¢ stosowania soli

z6lciowych  bezposrednio do  krwi agarowej  hodowli
pneumokokow?.
ZASADA

Test rozpuszczalno$ci zotci opiera sie na obserwacii, ze:
S. pneumoniae komorki ulegajg lizie po zastosowaniu 10%
dezoksycholanu, podczas gdy inne paciorkowce i ziarniaki Gram-
dodatnie nie. Rzeczywisty mechanizm rozpuszczalnosci zotci nie
jest w petni poznany. Sole kwaséw zétciowych obnizajg napigcie
powierzchniowe na styku podioze-blona a takze powodujg
zaburzenia membrany komoérkowej*®. S. pneumoniae wytwarza
autolityczny, wewngtrzkomdrkowy enzym, ktéry powoduje
organizm ulegajgcy szybkiej autolizie, gdy jest hodowany na
sztucznym podtozu®. Goebel i Avery twierdza, ze dziatanie soli
kwasow zétciowych jest niezalezne od enzymu autolitycznego’.
Dubos i Hirsch odkryli, ze sole kwaséw zotciowych réwniez
dezaktywujg naturalnie wystepujgcy enzym autolityczny przez
zmiang lub usunigcie normalnego inhibitora autolitycznego
z komorek pneumokokow®,

FORMULA ODCZYNNIKA
Séd kwasu dezoksycholowego (CAS 302-95-4)
Etanol (CAS 64-17-5)
Mertiolan sodu, 1:1000 (CAS 54-64-8)
woda demineralizowana (CAS 7732-18-5) ....

SRODKI OSTROZNOSCI

OSTRZEZENIE! tatwopalna ciecz i para. Dziata draznigco na
oczy, skore i drogi oddechowe. Substancja ta wywolywata
niekorzystne skutki dla reprodukcji i ptodu u ludzi. Moze
powodowa¢ depresje osrodkowego uktadu nerwowego. Moze
powodowac uszkodzenie watroby, nerek i serca.

Ten produkt jest przeznaczony do diagnostyki in vitro i powinien by¢
uzywany przez odpowiednio przeszkolone osoby. Nalezy
przedsigwzig¢ $rodki ostroznoscizapobiegajgce zagrozeniom
mikrobiologicznym poprzez odpowiednig sterylizacje prébek,
pojemnikéw i podtozy po uzyciu. Nalezy uwaznie przeczyta¢ instrukcje
i postepowac zgodnie z nimi. Szczegdétowe informacje na temat
odczynnikéw chemicznych mozna znalez¢ w Karcie Charakterystyki
Substancji Niebezpiecznej na stronie internetowej firmy.

Kazde powazne zdarzenie, ktére miato miejsce w zwigzku
z urzadzeniem, nalezy zgtasza¢ producentowi i witasciwemu
organowi panstwa czionkowskiego, w ktérym uzytkownik i/lub
pacjent majg siedzibe.

W przypadku awarii nie uzywac urzadzenia.

PRZECHOWYWANIE

Ten produkt jest gotowy do uzycia i nie wymaga dalszego
przygotowania . Przechowywac produkt w oryginalnym pojemniku
w temperaturze 20-25°C do momentu uzycia. Nie zamraza¢ ani
nie przegrzewac.

POGORSZENIE JAKOSCI PRODUKTU

Nie nalezy stosowac¢ tego produktu, jesli (1) widoczne sg oznaki
odwodnienia, (2) kolor sige zmienit, (3) uptynat termin waznosci lub
(4) widoczne sg inne oznaki zepsucia. Termin waznosci dotyczy
produktu w nienaruszonym pojemniku, gdy jest przechowywany
zgodnie z zaleceniami. Wyrzuci¢ pozostata czg$¢ czesciowo
zuzytej amputki na koniec dnia pracy.

Uwaga: W temperaturze ponizej 15°C moze tworzy¢ sie flokulant.
Ta flokulacja nie zmniejszy skutecznosci odczynnika.

ZBIERANIE, PRZECHOWYWANIE | TRANSPORT PROBEK
Prébki nalezy pobierac i obchodzi¢ sig z nimi zgodnie z zalecanymi
wytycznymi®®®,

DOSTARCZONE MATERIALY

50 BactiDrop dezoksycholan (10%) — szklana amputka zamknieta
w ochronnej plastikowej koszulce z koncowkg dozujaca
z zakraplaczem (0,75ml/amputke)

1 kruszarka amputek (wielokrotnego uzytku)

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

(1) Urzadzenie do sterylizacji petli, (2) eza do zaszczepiania,
waciki, pojemniki zbiorcze, (3) inkubatory, alternatywne systemy
Srodowiskowe, (4) podtoze uzupetniajgce, (5) organizmy do
kontroli jakosci, (6) sdl fizjologiczna, (7) probowki , (8) wskaznik
czerwieni fenolowej (R21250), (9) 0,1N NaOH.

PROCEDURA

Umiesci¢ butelke z zakraplaczem w dostarczonej kruszarce

amputek wielokrotnego uzytku. Trzymac zakraplacz/kruszarke

w pozycji pionowej i delikatnie postuka¢ w dno, aby usungé

wszelkie pecherzyki, ktére mogty sie uformowaé. Chwyci¢ $rodek

zakraplacza/ kruszarki kciukiem i palcem wskazujgcym,

a koncoéwka skierowang na zewnatrz, delikatnie nacisngé¢, aby

zmiazdzy¢ amputke. Odwrdci¢ zakraplacz i lekko $cisngé, aby

dozowac kroplami.

Wyrzuci¢ pozostatg czg$¢ czesciowo zuzytej amputki na koniec

dnia pracy.

Test punktowy:

1. Do dobrze wyizolowanej kolonii na agarze z krwig owczg
doda¢ 1 kroplg odczynnika i inkubowa¢ plytke w pozyciji
pionowej w temperaturze 35-37°C przez 30 minut.

2. Zbada¢ pod katem rozpadu kolonii.

Test probdéwki:

1. Przygotowac ciezkg zawiesine czystej kultury w 1 ml
soli fizjologiczne;.

2. Dodac¢ 1 krople wskaznika czerwieni fenolowej i w
razie potrzeby dostosowa¢ pH do 7,0 (rézowy),
dodajac 0,1N NaOH.

3. Podzieli¢ t¢ zawiesing na dwie probéwki, oznaczajgc jeden
test, a drugi kontrole.

4. Doda¢ 0,5ml (17 kropli) odczynnika do probéwki
oznaczonej Test.

5. Doda¢ 0,5 ml soli fizjologicznej do probéwki oznaczonej
jako Kontrola.

6. Delikatnie wstrzasng¢ probdwkami, aby zawiesi¢ bakterie
i inkubowa¢ w 35-37°C do 3 godzin.

7. Sprawdza¢ co godzine do rozliczenia. Kontrola
pozostanie metna.



INTERPRETACJA
Test punktowy:

Test dodatni* — Rozpad kolonii w ciggu 30 minut

Testnegatywny — Kolonia pozostaje nienaruszona w ciggu
30 minut

Test probdéwki:

Testdodatni*—  Usuwanie zawiesiny testu w ciggu 3 godzin;

Kontrolna zawiesina pozostaje metna

Testnegatywny — Zawiesiny testowe i kontrolne pozostajg metne
w ciggu 3 godzin

* Organizm jest rozpuszczalny w zotci.

KONTROLA JAKOSCI

Wszystkie numery serii BactiDrop Dezoksycholan (10%) zostaty
przetestowane przy uzyciu nastepujgcych organizmoéw kontroli
jakosci i zostaly uznane za dopuszczalne. Badanie organizmoéw
kontrolnych nalezy przeprowadzaé zgodnie z ustalonymi
laboratoryjnymi  procedurami kontroli jakosci. W przypadku
odnotowania nieprawidtowych wynikéw kontroli jakosci nie nalezy
zgtasza¢ wynikéw pacjentow.

KONTROLA WYNIKI
Streptococcus pneumoniae Dodatni
ATCC 6305

Streptococcus sanguis Negatywny

ATCC 10556

OGRANICZENIA

1. Uzywajagc testu punktowego, wynik dodatni nalezy
odczytywac jako rozpad kolonii, a nie jako odptyw kolonii na
powierzchni odczynnika®®.

2. Rozpuszczalnos¢ w zotci nalezy stosowaé wytacznie w celu
odréznienia paciorkowcow alfa-hemolizujgcych od
S. pneumoniae®®.

3. Starsze kultury S. pneumoniae moga dawa¢ negatywne
wyniki z powodu utraty aktywnosci enzymu®.

4. Niektére szczepy pneumokokéw sg nierozpuszczalne
w z6tci, podczas gdy niektére szczepy paciorkowcow alfa-
hemolizujgcych sg rozpuszczalne. Do ostatecznej
identyfikacji wymagane sg dalsze testy®.
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USO PREVISTO

Bactidrop Desoxycholate (10 %) es un reactivo que se utiliza en
procedimientos cualitativos para la deteccién de la solubilidad de la bilis
para la diferenciacion de Streptococcus pneumoniae de otros
estreptococos alfahemoliticos. El dispositivo se utiliza en un flujo de
trabajo de diagnéstico para ayudar a los médicos en las opciones de
tratamiento para pacientes con sospecha de infecciones bacterianas.

El dispositivo no esta automatizado, es solo para uso profesional y no
es un diagnéstico complementario.

RESUMEN Y EXPLICACION

El S. pneumoniae posee una enzima autocatalitica que lisa la pared
celular del propio organismo durante la division celular. En 1900,
Neufeld utilizé desoxicolato de sodio, una sal biliar, para detectar
autdlisis, que diferencia el S. pneumoniae soluble en bilis de los
estreptococos alfahemoliticos insolubles en bilist. Evans utilizé6 10% de
bilis para lisar cultivos en caldo de pneumococos?. Hawn y Beebe
evaluaron la eficacia de aplicar sales biliares directamente a un cultivo
de pneumococos en una placa de agar sangre®.

PRINCIPIO

La prueba de solubilidad en bilis se basa en la observaciéon de que las
células de S. pneumoniae se lisan al aplicar desoxicolato al 10 %,
mientras que otros estreptococos y cocos grampositivos no lo hacen. El
mecanismo real de solubilidad en bilis no se conoce al completo. Las
sales biliares reducen la tensién superficial en la interfaz medio-
membrana y, ademas, provocan una desestructuracién de la membrana
celular*®. EI S. pneumoniae produce una enzima intracelular autolitica
que hace que el organismo sufra una autolisis rapida cuando se cultiva
en un medio artificial®. Goebel y Avery afirman que la accién de las sales
biliares es independiente de la enzima biliar’. Dubos y Hirsch
determinaron que las sales biliares inactivan la enzima autolitica que se
produce de forma natural, ya sea mediante la alteracion o la eliminacién
de un inhibidor de la autélisis normal de las células neumocécicas®.

FORMULA DEL REACTIVO
Desoxicolato &cido de sodio (CAS 302-95-4).........ccccvvrereeeneenns 100,09
Etanol (CAS 64-17-5)
Mertiolato de sodio, 1:1000 (CAS 54-64-8) .
Agua desmineralizada (CAS 7732-18-5)

0,15 ml
.800,0 ml

PRECAUCIONES

iADVERTENCIA! Liquido y vapores inflamables. Provoca irritacién en
los ojos, la piel y las vias respiratorias. Esta sustancia ha causado
efectos adversos sobre la reproduccion y el feto en humanos. Puede
provocar la depresion del sistema nervioso central. Puede provocar
dafios hepaticos, renales y cardiacos.

Este producto es para uso diagnéstico in vitro y debe ser utilizado por
personas con formacién adecuada. Es necesario tomar precauciones
contra los peligros microbioldgicos mediante la esterilizacion correcta
de las muestras, los recipientes y los medios después del uso. Es
necesario leer las instrucciones y seguirlas atentamente. Consulte la
Hoja de datos de seguridad en el sitio web de la empresa para obtener
informacion detallada sobre los reactivos quimicos.

Cualquier incidente grave que se produzca en relacién con el producto
se debe notificar al fabricante y a la autoridad competente del Estado
Miembro donde esté establecido el usuario o el paciente.

En caso de averia, no utilice el dispositivo.

ALMACENAMIENTO

Este producto esta listo para usar y no requiere ninguna preparacion
adicional. Almacenar el producto en su envase original a 20-25 °C hasta
que se vaya a utilizar. No congelar ni calentar en exceso.

DETERIORO DEL PRODUCTO

Este producto no se debe utilizar si (1) hay alguna evidencia de
deshidratacion; (2) el color ha cambiado; (3) se ha superado la fecha de
caducidad; o (4) se observan otros signos de deterioro. La fecha de
caducidad se aplica al producto en su envase intacto y almacenado
segun las instrucciones. Deseche la porcién restante de las ampollas
utilizadas parcialmente al finalizar la jornada de trabajo.

Nota: Se puede formar un precipitado floculante a temperaturas
inferiores a 15 °C. Este floculado no reduce la eficacia del reactivo.

RECOGIDA, ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE DE MUESTRAS
Es necesario recoger y manipular las muestras segun las directrices
recomendadas®*°.

MATERIALES SUMINISTRADOS

50 ampollas de BactiDrop Desoxycholate (10 %) envueltas en una
lamina protectora de plastico, con una punta-gotero para dispensacion
(0,75 ml/ampolla)

1 abridor de ampollas (reutilizable)

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

(1) Dispositivo de esterilizacion de asas; (2) asa de inoculacién, hisopos,
recipientes de recogida, (3) incubadoras, sistemas ambientales
alternativos; (4) medios suplementarios; (5) organismos de control de
calidad; (6) solucién salina; (7) tubos de ensayo; (8) Phenol Red
Indicator (R21250); (9) NaOH 0,1 N.

PROCEDIMIENTO

Coloque el frasco gotero en el abridor de ampollas suministrado.
Sostenga el conjunto de gotero/abridor en posicién vertical y golpee
suavemente la parte inferior para desprender las burbujas que se hayan
podido formar. Agarre el centro del gotero/abridor con el indice y el
pulgar y, con la punta mirando hacia lejos de usted, presione
suavemente para romper la ampolla. Invierta el gotero y apriete
ligeramente para dispensar gota a gota.

Deseche la porcion restante de las ampollas utilizadas parcialmente al
finalizar la jornada de trabajo.

Prueba puntual:

1. Sobre una colonia bien aislada en agar sangre de oveja,
afiada 1 gota de reactivo e incube la placa en posicién vertical a
35-37 °C durante 30 minutos.

2. Examine la muestra para ver si se ha desintegrado la colonia.

Prueba en tubo:

1. Prepare una suspension concentrada de un cultivo puro en 1 ml
de salina normal.

2. Afiada 1 gota de indicador rojo fenélico y ajuste el pH a 7.0 (rosa)
afiadiendo NaOH 0,1 N si es necesario.

3. Divida esta suspensién en dos tubos, uno de ellos etiquetado
como Prueba y el otro como Control.

4, Afada 0,5 ml (17 gotas) del reactivo al tubo marcado como
Prueba.

5. Afiada 0,5 ml de salina normal al tubo marcado como Control.

6. Agite suavemente los tubos para suspender las bacterias e
inctbelos a 35-37 °C durante un maximo de 3 horas.

7. Examinelos cada hora para observar si se aclaran. El Control
permanecera turbio.

INTERPRETACION
Prueba puntual:
Prueba Positiva*:  Desintegracién de la colonia dentro del plazo de

30 minutos

Prueba negativa: ~ La colonia permanece intacta dentro del plazo de

30 minutos
Prueba en tubo:
Prueba Positiva*:  Aclarado de la suspension Prueba dentro del plazo
de 3 horas; la suspensién Control permanece turbia
Prueba negativa:  Las suspensiones Prueba y Control permanecen
turbias dentro del plazo de 3 horas

*El organismo es soluble en bilis.



CONTROL DE CALIDAD

Todos los nimeros de lote BactiDrop Desoxycholate (10%) han sido
probados usando los organismos de control de calidad siguientes y se
ha encontrado que son aceptables. Se deben realizar pruebas de los
organismos de control segun los procedimientos de control de calidad
establecidos en el laboratorio. Si se observan resultados de control de
calidad anémalos, no se deben notificar resultados de los pacientes.

CONTROL RESULTADOS
Streptococcus pneumoniae Positivo

ATCC 6305

Streptococcus sanguis Negativo

ATCC 10556

LIMITACIONES

1. Al utilizar la prueba puntual, lea la prueba positiva como la

desintegracion de la colonia y no si observa una parte de la
colonia desprendida, en la superficie del reactivo™®.

2. Utilice la solubilidad en bilis solo para diferencia los
estreptococos alfahemoliticos de S. pneumoniae. '

3. Los cultivos mas antiguos de S. pneumoniae pueden dar
resultados negativos a causa de la pérdida de actividad
enzimatica®.

4. Algunas cepas de neumococos son insolubles en bilis, mientras

que algunas cepas de estreptococos alfahemoliticos son
solubles. Se requieren mas pruebas para realizar la identificacion
definitiva®.
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