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INTENDED USE
BBL™ Desoxycholate Reagent Droppers are used for the presumptive differentiation of
pneumococci from other gram-positive cocci by the bile solubility test.

SUMMARY AND EXPLANATION
Sodium desoxycholate is a salt of purified bile acid and can be used in lower concentrations
than other salts of bile acids. It is soluble in water and lyses pneumococcal cells treated with a
10% solution. The bile solubility test may be performed by adding the sodium desoxycholate
solution to a cell suspension or directly to colonies on a blood agar plate.1-3

Each dropper is good for one day’s use after ampule has been broken.

PRINCIPLES OF THE PROCEDURE
The bile solubility test is based on the observation that cells of Streptococcus pneumoniae lyse
when treated with a 10% solution of sodium desoxycholate, while other streptococci and gram-
positive cocci are not bile soluble. Lysis occurs because bile soluble organisms contain an
autolytic amidase that, when activated by bile salts, cleaves the bond between alanine and
muramic acid in the cell wall.4

REAGENTS
Desoxycholate Reagent Droppers contain 0.5 mL of 10% aqueous solution of sodium desoxycholate.

Warnings and Precautions:
For in vitro Diagnostic Use.
This product contains dry natural rubber.
Follow proper laboratory procedures in handling and disposing of infectious materials. Avoid
contact with the skin. Rinse thoroughly with water if spilled.
Storage Instructions: Store at room temperature 15 – 30ºC (59 – 86ºF). Protect from light.
Product Deterioration: This reagent is hermetically sealed in an ampule, which affords
protection of the solution from chemical instability until the expiration date. Some flocculation
of the reagent may occur below 23°C. This does not indicate deterioration of the reagent;
however, to eliminate flocculation ensure that the reagent is at a minimum of 23°C prior to use.

PROCEDURE
Material Provided: Desoxycholate Reagent Droppers.
Materials Required But Not Provided: Ancillary culture media, reagents, quality control
organisms and laboratory equipment as required for this procedure.

Test Procedure and Results:
Hold reagent dropper upright and POINT TIP AWAY FROM YOURSELF. Grasp the middle with
thumb and forefinger and squeeze gently to break ampule inside the dropper. Caution: Break
ampule close to its center one time only. Do not manipulate dropper any further as the plastic
may puncture and injury may occur. Tap bottom on tabletop a few times. When ready to use,
invert for convenient drop-by-drop dispensing of reagent.
A. Direct Colony Method

1. Place 1 drop of reagent directly on a well-isolated 18 – 24 h colony.
2. Incubate plate at room temperature, agar side down, for 15 min.
3. Examine the colony for appearance. Colony flattening or deterioration is typical of a

positive result.
B. Test Tube Method

1. Add 1.0 mL of sterile 0.85% saline to a 13 x 100 mm test tube.
2. Prepare a heavy suspension (approximately a 1.0 – 2.0 McFarland standard) of test

organism. Vortex for 10 sec to obtain a uniform suspension. Adjust suspension to neutral
pH, if necessary.

3. Divide the suspension into two 13 x 100 mm test tubes (0.5 mL/tube). Label one tube Test
and the other Control.

4. Add 10 drops (0.5 mL) of sterile 0.85% saline to the tube labeled Control.
5. Add 10 drops of Desoxycholate Reagent to the tube labeled Test.
6. Gently mix each tube.
7. Incubate at room temperature for 15 min.
8. Compare Test result to Control. If Test appears clear or less turbid than Control, the result

is positive. If Test appears equal to Control, the result is negative.

User Quality Control:
1. Positive (Streptococcus pneumoniae ATCC™ 6303) and negative (Enterococcus faecalis

ATCC 29212) controls should be run simultaneously with the organism to be tested.
Quality control requirements must be performed in accordance with applicable local, state
and/or federal regulations or accreditation requirements and your laboratory’s standard
Quality Control procedures. It is recommended that the user refer to pertinent CLSI (formerly
NCCLS) guidance and CLIA regulations for appropriate Quality Control practices.
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LIMITATIONS OF THE PROCEDURE
Use 18- to 24-h cultures to ensure accurate results. False negative results can occur when using
older cultures.4,5

False negative results may occur with the Direct Colony Method if the reagent contains
flocculant material. Therefore, ensure that the reagent is at a minimum of 23°C prior to use.
Failure to adjust the pH to neutrality prior to the addition of Desoxycholate Reagent in the Test
Tube Method may result in false negative results due to precipitation of the reagent.1,2

If only partial clearing occurs in the Test Tube Method, a second confirmatory test should be
performed using a Pneumoslide™ test kit or Taxo™ P discs.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS6

Downie, Stent and White tested 25 strains (19 smooth, 6 rough) of pneumococci with multiple
dilutions of 10% Deoxycholate (Desoxycholate) acid using the tube method and reported the
following results. Results were similar for all strains tested with the exception of one rough
strain, which produced a positive result at a dilution of 1:20.

Final Dilutions
1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400

10% Desoxycholate acid + + + + + + -
n = 24

AVAILABILITY

Cat. No. Description
261183 BBL™ Desoxycholate Reagent Droppers, packaged 50 droppers/carton.

REFERENCES
1. MacFaddin, J.F. 1980. Biochemical tests for the identification of medical bacteria, 2nd ed.

Williams & Wilkins, Baltimore.
2. Lennett, E.H., A. Balows, W.J. Hausler, Jr., and H.J. Shadomy (ed.). 1985. Manual of clinical

microbiology, 4th ed. American Society for Microbiology, Washington, D.C.
3. Baron, E.J., and S.M. Finegold. 1990. Bailey & Scott’s diagnostic microbiology, 8th ed. The

C.V. Mosby Company, St. Louis.
4. Joklik, W.K., H.P. Willett, D.B. Amos and C.M. Wilfert (ed.). 1988. Zinsser Microbiology, 19th

ed. Appleton & Lange, Norwalk, Conn.
5. Washington, J.A. (ed.). 1981. Laboratory procedures in clinical microbiology. Springer-

Verlag, New York.
6. Downie, A.W., L., Stent, and S.M., White, 1913. The bile solubility of pneumococcus, with

special reference to the chemical structure of various bile salts. Br. J. Exp. Pathol., 12, 1.

APPLICATION
Les BBL Desoxycholate Reagent Droppers (compte-gouttes BBL pour réactif au désoxycholate)
servent à différencier de façon présumée les pneumocoques des autres cocci Gram positifs grâce
au test de solubilité biliaire.

RESUME ET EXPLICATION
Le désoxycholate de sodium est un sel de l'acide biliaire purifié qui peut être utilisé à des
concentrations moindres que les autres sels d'acides biliaires. Il est soluble dans l'eau et lyse les
cellules des pneumocoques traitées avec une solution à 10 %. Le test de solubilité biliaire peut
être réalisé en ajoutant une solution de désoxycholate de sodium à une suspension cellulaire
ou directement sur des colonies en culture sur une boîte de gélose au sang.1-3

Chaque compte-gouttes reste bon à utiliser pendant 24 heures une fois l'ampoule brisée.

PRINCIPES DE LA METHODE
Le test de solubilité biliaire repose sur le fait que les cellules de Streptococcus pneumoniae se
lysent lorsqu'elles sont traitées avec une solution à 10 % de désoxycholate de sodium, tandis
que les autres streptocoques et cocci Gram positifs ne sont pas solubles dans la bile. La lyse se
produit parce que les organismes solubles dans la bile contiennent une amidase autolytique
qui, lorsqu'elle est activée par les sels biliaires, clive les liaisons entre l'alanine et l'acide
muramique des parois cellulaires.4

REACTIFS
Les compte-gouttes du réactif au désoxycholate contiennent 0,5 mL d'une solution aqueuse à
10 % de désoxycholate de sodium.

Avertissements et précautions :
Réservé au diagnostic in vitro.
Ce produit contient du caoutchouc naturel sec.
Appliquer les procédures de laboratoire en vigueur pour manipuler et jeter tout matériau
infectieux. Eviter tout contact avec la peau. Rincer soigneusement à l'eau en cas de
déversement.
Instructions pour la conservation : Conserver à température ambiante (15 – 30 °C). Garder à
l'abri de la lumière.
Détérioration du produit : Ce réactif est hermétiquement scellé dans une ampoule assurant
une protection contre une instabilité chimique de la solution jusqu'à la date de péremption.
Une certaine floculation du réactif peut se produire en dessous de 23 °C, mais elle n'est pas
synonyme de la détérioration du réactif ; pour éliminer cette floculation, s'assurer toutefois
que le réactif est à une température au minimum de 23 °C avant de l'utiliser.

METHODE
Matériaux fournis : Desoxycholate Reagent Droppers.
Matériaux requis mais non fournis : Milieux de culture auxiliaires, réactifs, organismes de
contrôle de qualité et matériel de laboratoire requis par cette procédure.

Mode opératoire du test et résultats :
Tenir le compte-gouttes du réactif verticalement et POINTER L'EXTREMITE A L'OPPOSE DE SOI.
Saisir le milieu entre le pouce et l'index et presser doucement pour casser l'ampoule à
l'intérieur du compte-gouttes. Attention : Briser l'ampoule en son centre une fois seulement.
Ne pas manipuler davantage le compte-gouttes car le plastique pourrait se percer et le bris de
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verre pourrait occasionner des blessures. Tapoter le fond sur la paillasse plusieurs fois. Au
moment de l'utiliser, renverser l'instrument afin de permettre au réactif de s'écouler goutte à
goutte.
A. Méthode directe sur les colonies

1. Placer 1 goutte de réactif directement sur une colonie bien isolée d'une culture âgée de
18 à 24 h.

2. Incuber la boîte à température ambiante, côté gélose vers le bas, pendant 15 min.

3. Examiner l'apparence de la colonie. L'aplatissement de la colonie ou sa détérioration
sont typiques d'un résultat positif.

B. Méthode en tube à essai

1. Ajouter 1,0 mL de sérum physiologique stérile 0,85 % à un tube à essai 13 x 100 mm.

2. Préparer une suspension concentrée (équivalente approximativement à un standard de
McFarland entre 1,0 – 2,0) de l'organisme à tester. Vortexer pendant 10 sec pour obtenir
une suspension uniforme. Ajuster le pH de la suspension à un pH neutre, si nécessaire.

3. Diviser la suspension entre deux tubes à essai 13 x 100 mm (0,5 mL/tube). Etiqueter un 
tube " Test ", et l'autre " Contrôle ".

4. Ajouter 10 gouttes (0,5 mL) de sérum physiologique stérile 0,85 % au tube étiqueté
Contrôle.

5. Ajouter 10 gouttes de réactif Desoxycholate Reagent au tube étiqueté Test.

6. Mélanger doucement chaque tube.

7. Incuber à température ambiante pendant 15 min.

8. Comparer les résultats du tube Test à ceux du tube Contrôle. Si le tube Test apparaît clair
ou moins trouble que le tube Contrôle, les résultats sont positifs. Si le tube Test appa
raît identique au tube Contrôle, les résultats sont négatifs.

Contrôle de qualité par l'utilisateur :

1. Les contrôles positifs (Streptococcus pneumoniae ATCC 6303) et négatifs (Enterococcus
faecalis ATCC 29212) doivent être exécutés avec l'organisme à tester simultanément.

Effectuer les contrôles de qualité conformément à la réglementation nationale et/ou
internationale, aux exigences des organismes d'homologation concernés et aux procédures de
contrôle de qualité en vigueur dans l'établissement. Il est recommandé à l'utilisateur de
consulter les directives CLSI (anciennement NCCLS) et la réglementation CLIA concernées pour
plus d'informations sur les modalités de contrôle de qualité.

LIMITES DE LA METHODE
Utiliser des cultures âgées de 18 à 24 h pour assurer des résultats exacts. Des résultats
faussement négatifs peuvent être obtenus avec des cultures plus âgées.4,5

Des résultats faussement négatifs peuvent être obtenus avec la Méthode directe sur les
colonies (Direct Colony Method) si le réactif contient des matières floculées. Par conséquent, il
faut s'assurer que le réactif est à une température au minimum de 23 °C avant de l'utiliser.

Manquer d'ajuster le pH au pH neutre avant l'ajout du Desoxycholate Reagent dans la
méthode en tube à essai peut entraîner l'obtention de résultats faussement négatifs du fait de
la précipitation du réactif.1,2

Si un éclaircissement seulement partiel est observé dans la méthode en tube à essai, un second
test de confirmation doit être effectué au moyen du kit d'essai Pneumoslide ou de Taxo P Discs.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES6

Downie, Stent et White ont testé 25 souches (19 lisses, 6 rugueuses) de pneumocoques avec
diverses dilutions d'acide désoxycholique à 10 % en appliquant la méthode en tube à essai et
ont obtenu les résultats suivants. Toutes les souches testées ont donné des résultats similaires,
à l'exception d'une souche rugueuse qui a produit un résultat positif avec une solution diluée
à 1/20.

Dilutions finales
1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 1/6400

Acide désoxycholique à 10 % + + + + + + -
n = 24

CONDITIONNEMENT

No réf. Description

261183 BBL Desoxycholate Reagent Droppers, 50 compte-gouttes emballés/carton.

REFERENCES : voir la rubrique "References" du texte anglais

VERWENDUNGSZWECK
BBL Desoxycholate Reagent Droppers (Tropfpipetten für Desoxycholat-Reagenz) dienen zur
präsumptiven Differenzierung von Pneumokokken von anderen grampositiven Kokken beim
Gallelöslichkeitstest.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLÄRUNG
Natrium-Desoxycholat ist ein Salz von gereinigter Gallensäure und kann in niedrigeren
Konzentrationen als andere Gallensäuresalze verwendet werden. Es ist wasserlöslich und
lysiert Zellen von Pneumokokken, die mit einer 10%igen Lösung behandelt wurden. Der
Gallelöslichkeitstest kann entweder durch Hinzufügen von Natrium-Desoxycholat-Lösung zu
einer Zellsuspension oder durch direktes Auftragen auf Kolonien in Blutagar durchgeführt
werden.1-3

Jede Tropfpipette innerhalb eines Tages nach Bruch der Ampulle verbrauchen.

VERFAHRENSGRUNDLAGEN
Der Gallelöslichkeitstest beruht auf der Beobachtung, dass die Zellen von Streptococcus
pneumoniae lysiert werden, nachdem sie mit 10%igem Natrium-Desoxycholat behandelt
wurden, während andere Streptokokken und grampositive Kokken nicht in Galle löslich sind.
Es kommt zur Lyse, da gallelösliche Mikroorganismen eine autodigestive Amidase enthalten,
welche nach Aktivierung durch Gallensalze die Bindung zwischen Alanin und Muraminsäure in
der Zellwand spaltet.4
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REAGENZIEN
Die BBL Desoxycholate Reagent Droppers (Tropfpipetten für Desoxycholat-Reagenz) enthalten 
0,5 mL einer 10%igen, wässrigen Natrium-Desoxycholat-Lösung.

Warnungen und Vorsichtsmaßnahmen:
In-vitro-Diagnostikum.
Dieses Produkt enthält Naturlatex (getrocknet).
Die geltenden Laborvorschriften zur Handhabung und Entsorgung infektiöser Materialien
beachten. Berührung mit der Haut vermeiden. Bei Verschütten gründlich mit Wasser spülen.
Aufbewahrung: Bei Raumtemperatur (15 – 30 ºC) lagern. Vor Licht schützen.
Haltbarkeit des Produkts: Dieses Reagenz befindet sich in einer hermetisch verschlossenen Ampulle,
welche die Lösung bis zum Verfallsdatum vor chemischer Instabilität schützt. Unter 23 °C kann es zur
leichten Ausflockung des Reagenzes kommen. Das weist nicht auf einen Verfall des Reagenzes hin;
es sollte jedoch, um Ausflockungen zu eliminieren, darauf geachtet werden, dass das Reagenz vor
Gebrauch eine Mindesttemperatur von 23 °C hat.

VERFAHREN
Mitgeliefertes Arbeitsmaterial: BBL Desoxycholate Reagent Droppers.
Benötigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Zusätzliche Kulturmedien, Reagenzien,
Qualitätskontrollorganismen und Laborgeräte, die für dieses Verfahren benötigt werden.

Testverfahren und Ergebnisse:

Die Tropfpipette senkrecht halten. DABEI MUSS DIE SPITZE VOM ANWENDER WEGWEISEN. Die
Mitte zwischen Daumen und Zeigefinger fassen und leicht zusammendrücken, bis die Ampulle
in der Tropfpipette bricht. Vorsicht: Die Ampulle nur ein Mal in der Mitte brechen. Die
Tropfpipette anschließend nicht weiter manipulieren, da dabei der Kunststoff punktiert
werden und es zu Verletzungen kommen kann. Mit dem unteren Ende mehrmals auf die
Arbeitsfläche klopfen. Unmittelbar vor Gebrauch überkopfdrehen, um die tropfenweise
Reagenzienabgabe zu ermöglichen.
A. Direkt-Kolonie-Methode

1. Direkt auf eine klar abgegrenzte 18 – 24 h alte Kolonie 1 Tropfen des Reagenzes auf tragen.
2. Die Platte bei Raumtemperatur und mit der Agarfläche nach unten 15 Min lang inku

bieren.
3. Die Kolonie auf ihr Aussehen hin untersuchen. Abflachen oder Verfall der Kolonie sind

typische Anzeichen für ein positives Ergebnis.
B. Teströhrchen-Methode

1. In ein 13 x 100 mm-Teströhrchen 1,0 mL einer sterilen, 0,85%igen Kochsalzlösung füllen.
2. Eine schwere Suspension (McFarland-Standard von ca. 1,0 – 2,0) mit Testorganismen

vorbereiten. Mit dem Vortexmischer 10 Sek. lang mischen, so dass sich eine gleichmäßige
Suspension ergibt. Den pH-Wert der Suspension erforderlichenfalls neutralisieren.

3. Die Suspension in zwei 13 x 100 mm-Teströhrchen (0,5 mL/Röhrchen) verteilen. Ein
Röhrchen mit "Test" und das andere mit "Kontrolle" beschriften.

4. In das mit "Kontrolle" beschriftete Röhrchen 10 Tropfen (0,5 mL) sterile 0,85%ige
Kochsalzlösung geben.

5. In das mit "Test" beschriftete Röhrchen 10 Tropfen Desoxycholat-Reagenz geben.
6. Jedes Röhrchen behutsam mischen.
7. Bei Raumtemperatur 15 Min lang inkubieren.
8. Die Testergebnisse mit den Kontrollergebnissen vergleichen. Erscheint der Testansatz

klar oder weniger trübe als die Kontrolle, liegt ein positives Ergebnis vor. Gleicht das
Aussehen des Testansatzes der Kontrolle, liegt ein negatives Ergebnis vor.

Qualitätskontrolle durch den Anwender:
1. Positive (Streptococcus pneumoniae ATCC 6303) und negative (Enterococcus faecalis ATCC

29212) Kontrollen sollten gleichzeitig mit dem Testorganismus getestet werden.
Es sind die geltenden gesetzlichen und behördlichen und in den Akkreditierungsbedingungen
festgelegten Vorschriften zur Qualitätskontrolle sowie die laborinternen Standardvorgaben
zur Qualitätskontrolle zu beachten. Anwender sollten die relevanten CLSI (ehemals NCCLS)-
Dokumente und CLIA-Vorschriften über geeignete Testverfahren zur Qualitätskontrolle
einsehen.

VERFAHRENSBESCHRÄNKUNGEN
Zur Gewährleistung korrekter Ergebnisse sollten 18 – 24 h alte Kulturen verwendet werden.
Wenn ältere Kulturen verwendet werden, kann dies zu falsch negativen Ergebnissen führen.4,5

Bei dem direkten Kolonieverfahren können Ausflockungen im Reagenz zu falsch negativen
Ergebnissen führen. Gewährleisten Sie daher, dass das Reagenz vor Gebrauch eine
Mindesttemperatur von 23 °C aufweist.
Falls bei der Teströhrchen-Methode der pH-Wert nicht vor der Zugabe des Desoxycholat-
Reagenzes neutralisiert wird, kann dies auf Grund von Ausfällungen im Reagenz zu falsch
negativen Ergebnissen führen.1,2

Wenn bei der Teströhrchen-Methode nur eine teilweise Klärung erfolgt, sollte ein zweiter
Bestätigungstest mit einem Pneumoslide-Testkit oder den Taxo P-Testblättchen durchgeführt
werden.

LEISTUNGSMERKMALE6

Downie, Stent und White untersuchten mit der Röhrchen-Methode 25 Pneumokokken-
Stämme (19 glatt, 6 grob) mit mehreren Verdünnungen von 10%iger Dexoxycholat-Säure und
verzeichneten die folgenden Ergebnisse. Die Ergebnisse waren für alle getesteten Stämme
ähnlich, mit Ausnahme eines groben Stammes, der bei einer 1:20-Verdünnung ein positives
Ergebnis zeigte.

Letztendliche Verdünnungen
1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400

10 % Desoxycholat-Säure + + + + + + -
n = 24

LIEFERBARE PRODUKTE

Best.- Nr. Beschreibung
261183 BBL Desoxycholate Reagent Droppers, 50 Pipetten pro Karton.

LITERATUR: S. “References” im englischen Text.
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USO PREVISTO
I BBL Desoxycholate Reagent Droppers (dropper BBL di reagente desossicolato) sono usati per la
differenziazione presuntiva di pneumococchi da altri cocchi gram-positivi mediante il test di
solubilità biliare.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE
Il sodio desossicolato è un sale di acido biliare purificato utilizzabile in concentrazioni inferiori
rispetto ad altri sali di acidi biliari. È idrosolubile e lisa le cellule pneumococciche trattate con
una soluzione al 10%. Il test di solubilità biliare può essere eseguito aggiungendo la soluzione
di sodio desossicolato a una sospensione cellulare o direttamente a colonie su una piastra di
agar sangue.1-3

Ogni dropper può essere usato per un giorno dopo la rottura della fiala.

PRINCIPI DELLA PROCEDURA
Il test di solubilità biliare si basa sull'osservazione che le cellule di Streptococcus pneumoniae
vengono lisate allorché trattate con una soluzione al 10% di sodio desossicolato, mentre altri
streptococchi e cocchi gram-positivi non sono bile-solubili. La lisi si verifica perché i
microrganismi bile-solubili contengono un'amidasi autolitica che allorché attivata dai sali
biliari scinde il legame tra alanina e acido muramico nella parete cellulare.4

REAGENTI
I dropper di reagente desossicolato contengono 0,5 mL di soluzione acquosa al 10% di sodio
desossicolato.

Avvertenze e precauzioni 
Per uso diagnostico in vitro.
Questo prodotto contiene gomma naturale secca.
Manipolare e smaltire tutti i materiali infetti in conformità alla prassi di laboratorio. Evitare il
contatto con la pelle. In caso di versamenti accidentali, sciacquare abbondantemente con
acqua.
Modalità di conservazione - Conservare a temperatura ambiente (15 – 30 ºC). Proteggere dalla
luce.
Deterioramento del prodotto - Questo reagente è ermeticamente sigillato in una fiala che
protegge la soluzione da instabilità chimiche fino alla data di scadenza. Al di sotto di 23°C, si
può verificare una lieve flocculazione del reagente. Benché ciò non ne indichi il
deterioramento, assicurarsi che il reagente sia a una temperatura minima di 23 °C prima
dell'uso, per eliminare la flocculazione.

PROCEDURA
Materiale fornito - Desoxycholate Reagent Droppers.
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 e risultati
Tenere il dropper del reagente in posizione verticale CON LA PUNTA RIVOLTA IN DIREZIONE
OPPOSTA A SÉ. Stringere delicatamente la parte centrale con il pollice e l'indice per rompere
la fiala dentro il dropper. Attenzione - Spezzare la fiala in prossimità del centro una volta sola.
Non manipolare ulteriormente il dropper in quanto la plastica potrebbe perforarsi e provocare
lesioni. Picchiettare alcune volte il fondo del dropper sul piano di lavoro. Una volta pronto per
l'uso, capovolgere il dropper per facilitare la dispensazione goccia a goccia del reagente.
A. Metodica diretta su colonia

1. Dispensare 1 goccia di reagente direttamente su una colonia ben isolata di 18 – 24 h.
2. Incubare la piastra a temperatura ambiente, con il lato agar rivolto in basso, per 15 min.
3. Esaminare l'aspetto della colonia. L'appiattimento o il deterioramento della colonia

sono tipici indici di risultato positivo.
B. Metodica di test in provetta

1. Dispensare 1,0 mL di soluzione fisiologica sterile allo 0,85% in una provetta da 
13 x 100 mm.

2. Preparare una sospensione ad alta concentrazione (circa 1,0 – 2,0 dello standard
McFarland) del microrganismo da testare. Vortex per 10 sec per ottenere una
sospensione uniforme. Se necessario, correggere e portare la sospensione a pH neutro.

3. Suddividere la sospensione in due provette da 13 x 100 mm (0,5 mL/provetta). Apporre
a una provetta un'etichetta recante la dicitura Test e all'altra provetta un'etichetta
recante la dicitura Controllo.

4. Dispensare 10 gocce (0,5 mL) di soluzione fisiologica sterile allo 0,85% nella provetta
recante l'etichetta Controllo.

5. Dispensare 10 gocce di reagente desossicolato nella provetta recante l'etichetta Test.
6. Mescolare delicatamente ogni provetta.
7. Incubare a temperatura ambiente per 15 min.
8. Comparare il risultato della provetta Test con quello del Controllo. Se la provetta Test

appare trasparente o meno torbida del Controllo, il risultato è positivo. Se la provetta
Test appare uguale al Controllo, il risultato è invece negativo.

Controllo di qualità a cura dell'utente
1. Analizzare i controlli positivo (Streptococcus pneumoniae ATCC 6303) e negativo

(Enterococcus faecalis ATCC 29212) contemporaneamente al microrganismo da testare.
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 CLSI (già NCCLS) in merito.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA
Per garantire l'accuratezza dei risultati, usare colture di 18 – 24 h. L'uso di colture più vecchie
può determinare risultati falsamente negativi.4,5

Con il Metodo diretto su colonia si possono ottenere risultati falsamente positivi se il reagente
contiene materiale di flocculazione. Assicurarsi pertanto che il reagente sia a una temperatura
minima di 23 °C prima dell'uso.
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La mancata correzione e neutralizzazione del pH prima dell'aggiunta del reagente
desossicolato nel corso della metodica di test in provetta può determinare risultati falsamente
negativi dovuti alla precipitazione del reagente.1,2

Se nel test in provetta si registra soltanto una chiarificazione parziale, è necessario eseguire un
secondo test di conferma usando il kit per test Pneumoslide o dischi Taxo P.

PERFORMANCE6

Downie, Stent e White hanno testato 25 ceppi (19 omogenei, 6 disomogenei) di pneumococchi
con diluizioni multiple di acido deossicolato (desossicolato) al 10% usando la metodica in
provetta e registrando i risultati seguenti. Sono stati ottenuti risultati simili per tutti i ceppi
testati, a eccezione di un ceppo disomogeneo, che ha dato un risultato positivo a una
diluizione di 1:20.

Diluizioni finali
1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400

Acido desossicolato al 10% + + + + + + -
n = 24

DISPONIBILITÀ

N. di cat. Descrizione
261183 BBL Desoxycholate Reagent Droppers, 50 dropper/confezione.

BIBLIOGRAFIA: Vedere “References” nel testo inglese.

USO PREVISTO
BBL Desoxycholate Reagent Droppers (droppers de reactivo desoxicolato BBL) se utilizan para
la diferenciación presuntiva de neumococos de otros cocos gram positivos mediante la prueba
de solubilidad de bilis.

RESUMEN Y EXPLICACIÓN
El desoxicolato de sodio es una sal de ácido biliar purificado y puede utilizarse en
concentraciones menores que otras sales de ácidos biliares. Es soluble en agua y somete a lisis
las células neumocócicas tratadas con una solución al 10%. La prueba de solubilidad de bilis
puede realizarse al añadir solución de desoxicolato de sodio a una suspensión celular o
directamente a las colonias sobre una placa de agar sangre1-3.
Cada dropper tiene un período de validez de un día después de romper la ampolla.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO
La prueba de solubilidad de bilis se basa en la observación de que las células de Streptococcus
pneumoniae pueden someterse a lisis cuando son tratadas con una solución de desoxicolato
de sodio al 10%, mientras que otros estreptococos y cocos gram positivos no son solubles en
bilis. La lisis se produce porque los organismos solubles en bilis contienen una amidasa
autolítica que, cuando se activa con las sales de bilis, rompe el enlace entre la alanina y el ácido
murámico en la pared celular4.

REACTIVOS
Desoxycholate Reagent Droppers contienen 0,5 mL de desoxicolato de sodio al 10%.

Advertencias y Precauciones:
Para uso diagnóstico in vitro.
Este producto contiene goma natural seca.
Seguir el procedimiento de laboratorio que ha sido establecido para la manipulación y desecho
de materiales infecciosos. Evitar el contacto con la piel. Si se derrama, enjuagar con abundante
agua.
Instrucciones de almacenamiento: Conservar a temperatura ambiente (15 a 30 °C). Proteger de
la luz.
Deterioro del producto: Este reactivo está sellado herméticamente en una ampolla, la cual
protege la solución contra la inestabilidad química hasta la fecha de caducidad. Puede
producirse cierta floculación del reactivo por debajo de 23 °C. Esto no indica su deterioro; no
obstante, para eliminar la floculación compruebe que el reactivo esté a un mínimo de 23 °C
antes de su uso.

PROCEDIMIENTO
Material suministrado: Desoxycholate Reagent Droppers.
Materiales necesarios pero no suministrados: Medios de cultivo auxiliar, reactivos, organismos
para el control de calidad y el equipo de laboratorio que se requiere para llevar a cabo este
procedimiento.

Procedimiento y resultados de la prueba:
Mantener el envase de reactivo en posición vertical CON LA PUNTA DIRIGIDA HACIA AFUERA.
Sujetar el envase por la parte media entre el pulgar y el dedo índice y apretarlo con cuidado
para romper la ampolla dentro del dropper. Precaución: Romper una sola vez la ampolla cerca
de su parte central. No manipular más el dropper, porque puede perforarse el plástico y causar
lesiones. Golpear suavemente la parte inferior del dropper sobre la superficie de una mesa
varias veces. Cuando esté listo para utilizarse, invertirlo para poder dispensar el reactivo
cómodamente gota a gota.
A. Método directo de colonias

1. Colocar 1 gota de reactivo directamente sobre una colonia bien aislada durante 18 – 24 h.
2. Incubar la placa a temperatura ambiente con el lado del agar hacia abajo durante 

15 min.
3. Inspeccionar el aspecto de la colonia. El aplanamiento o deterioro de la colonia es

característico de un resultado positivo.
B. Método de tubo de prueba

1. Añadir 1,0 mL de solución salina al 0,85% estéril a un tubo de ensayo de 13 x 100 mm.
2. Preparar una suspensión densa (aproximadamente un patrón McFarland de 1,0 – 2,0)

del organismo de prueba. Agitar en vórtex durante 10 seg para obtener una suspensión
uniforme. Ajustar la suspensión a un pH neutro, si es necesario.

3. Dividir la suspensión en dos tubos de ensayo de 13 x 100 mm (0,5 mL/tubo). Rotular un
tubo como Prueba y el otro como Control.

6

Desoxycholate Reagent
Droppers Español



4. Añadir 10 gotas (0,5 mL) de solución salina al 0,85% estéril al tubo con la etiqueta Control.
5. Añadir 10 gotas de Desoxycholate Reagent al tubo rotulado como Prueba.
6. Mezclar suavemente cada tubo.
7. Incubar a temperatura ambiente durante 15 min.
8. Comparar el resultado del tubo Prueba con el resultado del tubo Control. Si el tubo

Prueba tiene una apariencia transparente o menos turbia que el tubo Control, el
resultado es positivo. Si el tubo Prueba tiene una apariencia equivalente al tubo
Control, el resultado es negativo.

Control de calidad del usuario:
1. Los controles positivos (Streptococcus pneumoniae ATCC 6303) y negativos (Enterococcus

faecalis ATCC 29212) deben realizarse simultáneamente con el organismo de prueba.
El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o nacional, a los
requisitos de los organismos de acreditación y a los procedimientos estándar de control de
calidad del laboratorio. Se recomienda consultar las instrucciones de CLSI (antes NCCLS) y
normativas de CLIA correspondientes para obtener información acerca de las prácticas
adecuadas de control de calidad.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Utilizar cultivos de 18 – 24-h para asegurar la obtención de resultados exactos. Pueden
producirse resultados negativos falsos si se utilizan cultivos más antiguos4,5.
Se pueden producir resultados falsos negativos con el método directo de colonias si el reactivo
contiene material floculante. Por consiguiente, compruebe que el reactivo esté a un mínimo de
23 °C antes de su uso.
Si no se ajustael pH a neutro antes de agregar Desoxycholate Reagent en el método de tubo
de ensayo, se pueden producir resultados negativos falsos por precipitación del reactivo1,2.
Si se observa sólo un aclaramiento parcial con el método del tubo de ensayo, se debe realizar
un segundo análisis de confirmación utilizando un equipo de prueba Pneumoslide o discos
Taxo P.

CARACTERÍSTICAS DE RENDIMIENTO6

Downie, Stent y White analizaron 25 cepas (19 lisas, 6 rugosas) de neumococos con diluciones
múltiples de ácido de desoxicolato al 10% utilizando el método de tubo y relataron los
resultados siguientes. Dichos resultados fueron similares en todas las cepas analizadas, con
excepción de una cepa rugosa que produjo un resultado positivo con una dilución de 1:20.

Diluciones finales
1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400

Ácido desoxicolato al 10% + + + + + + -
n = 24

DISPONIBILIDAD

Nº ref. Descripción
261183 BBL Desoxycholate Reagent Droppers, pqt. de 50 droppers/caja.

REFERENCIAS: Ver “References” en el texto en inglés.
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Becton, Dickinson and Company
7 Loveton Circle
Sparks, MD 21152 USA
800-638-8663
www.bd.com/ds

Benex Limited
Rineanna House
Shannon Free Zone
Shannon, County Clare, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
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