& BD BBL Nitrate A, Nitrate B e Nitrate C

Reagent Droppers
L001190(02)
c E 2015-05
Portugués
UTILIZA(J\O PRETENDIDA

Os doseadores BD BBL Nitrate Reagent A (Reagente Nitrato A), BD BBL Nitrate Reagent B
(Reagente Nitrato B) e BD BBL Nitrate Reagent C (Reagente Nitrato C) destinam-se a ser
utilizados para determinar a capacidade que as bactérias tém de reduzir os nitratos a nitritos
ou a gas nitrogénio livre.

RESUMO E EXPLICACAO

As Enterobacteriaceae, muitas outras bactérias gram-negativas, as microbactérias e os fungos
reduzem os nitratos a nitritos. A caracteristica de redugao dos nitratos de uma espécie é
constante para determinados géneros e espécies. Os reagentes Nitrate A Reagent e Nitrate

B Reagent, quando adicionados em partes iguais, indicam a presenca de um produto final
catabdlico ou a auséncia de nitrato no meio.!2 Caso surja uma reacgdo negativa, a adicdo de
Nitrate C Reagent mostra a presenca de nitrato no meio e confirma a reaccdo negativa.
PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

A reaccao indica a capacidade que o organismo tem de reduzir o nitrato (NO3) a nitrito
(NO,), a 6xido nitroso (N,0), a diéxido de azoto (NO) ou a amoénia (NH3). Na presenca de
qualquer um destes produtos finais, o Nitrate A Reagent e o Nitrate B Reagent, adicionados
em proporgdes iguais, tornardo o meio rosa ou vermelho se o organismo for positivo para o
nitrato. Também é possivel a formagao de outros produtos finais que ndo tornam o meio rosa
ou vermelho; assim, adiciona-se Nitrate C Reagent (pé de zinco) para detectar o nitrato ndo
reduzido. Na presenca de nitrato nao reduzido, o p6 de zinco torna o meio rosa ou vermelho.
A auséncia de cor apds a adi¢do de p6 de zinco indica que o nitrato foi reduzido a gas
nitrogénio (N,) e que o organismo é positivo para o nitrato.

REAGENTES

Os Nitrate A Reagent Droppers contém 0,5 mL de &cido sulfanilico a 0,8% em 5N Acido
Acético. Os Nitrate B Reagent Droppers contém 0,5 mL de N,N-Dimetil-alfa-naftilamina a 0,6%
em 5N Acido Acético. Os Nitrate C Reagent Droppers contém 1 g de pé de zinco.

Adverténcias e Precaugoes:

Para diagnéstico in vitro.

O Nitrate B Reagent, apesar de nao ser classificado como carcinogénico pela U.S. Occupational
Safety and Health Administration (OSHA), estd intimamente relacionado com a alfa-
naftilamina, que é considerada um carcinogénico.3 O Nitrate C Reagent em contacto com a
agua liberta gases extremamente inflamaveis. Nunca utilizar agua.

Seguir os procedimentos laboratoriais adequados para o manuseamento e eliminacdo de
materiais infecciosos.

N.° de Cat. Descricao
261197 BD BBL Nitrate A Reagent Droppers, 50.
Perigo

H314 Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves. H317 Pode provocar uma reac¢ao
alérgica cutanea. P101 Se for necessério consultar um médico, mostre-lhe a embalagem ou o
rétulo. P280 Usar luvas de protecgao/vestuario de proteccao/proteccdo ocular/proteccao facial.
P303+P361+P353 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): retirar imediatamente
toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com agua/tomar um duche. P305+P351+P338 SE
ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua durante varios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continuar a enxaguar.
P405 Armazenar em local fechado a chave. P501 Eliminar o contetdo/recipiente de acordo com
os regulamentos locais/regionais/nacionais/internacionais.

N.° de Cat. Descricao
261198 BD BBL Nitrate B Reagent Droppers, 50.

Perigo

H314 Provoca queimaduras na pele e leses oculares graves. P280 Usar luvas de proteccao/
vestuario de protecgao/proteccao ocular/proteccdo facial. P303+P361+P353 SE ENTRAR EM
CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): retirar imediatamente toda a roupa contaminada.
Enxaguar a pele com dgua/tomar um duche. P305+P351+P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM
OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos. Se usar lentes de
contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continuar a enxaguar. P301+P330+P331 EM CASO
DE INGESTAO: enxaguar a boca. NAO provocar o vémito. P405 Armazenar em local fechado a
chave. P501 Eliminar o contetdo/recipiente de acordo com os regulamentos locais/regionais/
nacionais/internacionais.

N.° de Cat. Descricdo
261207 BD BBL Nitrate C Reagent Droppers, 50.

Perigo

H250 Risco de inflamagdo espontanea em contacto com o ar. H260 Em contacto com a
agua liberta gases que se podem inflamar espontaneamente. H400 Muito téxico para
os organismos aquaticos. H410 Muito tdxico para os organismos aquaticos com efeitos
duradouros. P222 N&do deixar entrar em contacto com o ar. P280 Usar luvas de proteccdo/
vestuario de proteccao/proteccdo ocular/proteccdo facial. P370+P378 Em caso de incéndio:



para extinguir utilizar CO,, p6 ou vaporizacdo de dgua. P422 Armazenar o contetdo em
gas inerte. P402+P404 Armazenar em local seco. Armazenar em recipiente fechado. P501
Eliminar o contetdo/recipiente de acordo com os regulamentos locais/regionais/nacionais/
internacionais.

Instrucoes de Armazenamento: Conservar os Reagent Droppers a temperatura ambiente entre
15 e 30°C. Proteger da luz. Cada doseador é vélido para utilizacdo durante um dia depois de
se partir a ampola.

Deterioracao do Produto: Estes reagentes estdao hermeticamente selados em ampolas, o

que confere proteccdo contra a instabilidade quimica até ao fim do prazo de validade. Uma
alteracdo na cor dos reagentes A e B de transparente ou amarelo claro para castanho indica
um armazenamento incorrecto, o que podera provocar reac¢des mais fracas.

PROCEDIMENTO

Materiais Fornecidos: Nitrate A Reagent Droppers, Nitrate B Reagent Droppers ou Nitrate C

Reagent Droppers, conforme encomendado.

Materiais Necessarios Mas Nao Fornecidos: Meio de cultura auxiliar, reagentes, organismos de

controlo da qualidade e equipamento de laboratério auxiliar conforme necessario para este

procedimento.

Procedimentos de Teste:

Para utilizar os Nitrate A Reagent Droppers ou Nitrate B Reagent Droppers, segure o doseador

na vertical e VIRE A PONTA PARA O LADO OPOSTO AO SEU. Agarre o meio com o polegar e o

indicador e aperte suavemente para partir a ampola no interior do doseador. Cuidado: Parta

a ampola perto do centro, numa Unica vez. Nao manipule o doseador para além disso, uma

vez que o plastico pode ser perfurado e podem ocorrer lesées. Bata com o fundo do doseador

no tampo da mesa algumas vezes. Quando estiver pronto para utilizar, inverta para efectuar

a devida distribuicdo gota a gota do reagente. Para utilizar os Nitrate C Reagent Droppers,

retire a tampa e inverta para distribuir o p6 de zinco.

Método do Meio Liquido: Método para as Enterobacteriaceae e bastonetes gram-negativos

nao fermentativos.

1. Inocule o Meio Liquido de Nitrato no tubo Durham com o organismo a testar, utilizando
uma cultura de 18 a 24 h.

2. Incube os tubos inoculados entre 35 e 37°C durante 18 a 24 h. Ocasionalmente, é
necessaria uma incubacdo prolongada para se conseguir uma reaccdo positiva de alguns
organismos.’

3. Retire da incubadora e examine o tubo Durham quanto a presenca de gas. Se houver gas
presente, o organismo é positivo para o nitrato. Se ndo houver gas presente, prossiga para
0 passo 4.

4. Adicione 10 gotas de Nitrate A e 10 gotas de Nitrate B ao tubo. (Procedimento
alternativo: Retire aproximadamente 2 mL do meio liquido e coloque em tubos de ensaio
limpos de
12 x 75 mm. Adicione 5 gotas de Nitrate A e 5 gotas de Nitrate B ao tubo. Agite
suavemente para misturar os reagentes. Se o resultado for negativo, pode voltar a incubar
o meio liquido restante e testar no dia seguinte).

5. Observe o meio liquido para verificar se apresenta um desenvolvimento da cor rosa/
vermelho no espaco de 2 min.

Caso se desenvolva a cor rosa/vermelho, o organismo é positivo para o nitrato.

Se nao se desenvolver qualquer cor no espaco de 2 min, adicione ao tubo uma pequena
quantidade de Nitrate C (uma inversao).

8. Se o meio ficar rosa/vermelho no espaco de 2 min, tal indica a presenca de nitrato (isto &,
nao houve reducado pelo organismo) e o organismo é negativo para o nitrato.

9. Se nao houver alteracdo de cor no espago de 2 min, ndo existe nitrato no meio liquido
(isto é, o organismo reduziu o nitrato a gas nitrogénio) e o organismo é positivo para o
nitrato.

Método do meio semi-solido: Método para bastonetes gram-negativos de crescimento lento,

organismos anaerdbios e organismos gram-positivos.

1. Inocule o Meio de Nitrito Indol com o organismo a testar utilizando uma cultura de
18 a 24 h.

2. Incube os tubos inoculados entre 35 e 37°C durante 18 a 24 h. Ocasionalmente, é
necessaria uma incubacdo prolongada para se conseguir uma reaccdo positiva de alguns
organismos.!

3. Adicione 10 gotas de Nitrate A e 10 gotas de Nitrate B ao tubo. (Procedimento
alternativo: Retire aproximadamente 2 a 3 mL do meio e coloque em tubos de ensaio
limpos de
12 x 75 mm. Adicione 5 gotas de Nitrate A e 5 gotas de Nitrate B ao tubo. Agite
suavemente para misturar os reagentes. Se o resultado for negativo, pode voltar a incubar
o meio restante e testar no dia seguinte).

4. Observe o meio para verificar se apresenta um desenvolvimento da cor rosa/vermelho no
espaco de 2 min.

5. Caso se desenvolva a cor rosa/vermelho, o organismo é positivo para o nitrato.

6. Se nao se desenvolver qualquer cor no espaco de 2 min, adicione ao tubo uma pequena
quantidade de Nitrate C (uma inversao).

7. Se o meio ficar rosa/vermelho no espaco de 2 min, tal indica a presenca de nitrato (isto &,
nao houve reducdo pelo organismo) e o organismo é negativo para o nitrato.

8. Se nao houver alteragao de cor no espaco de 2 min, ndo existe nitrato no meio (isto é, o
organismo reduziu o nitrato a gas nitrogénio) e o organismo é positivo para o nitrato.

Outros Métodos: Estes reagentes podem ser utilizados em qualquer variacdo de testes de

reducdo de nitrato que necessitem de Nitrate A, Nitrate B e Nitrate C.

Controlo de qualidade pelo utilizador: Examine os reagentes quanto a sinais de deterioracdo

(ver “Deterioracdo do Produto”). O Escherichia coli ATCC 25922 tera um resultado positivo, ao

passo que o Acinetobacter baumannii ATCC 17961 tera um resultado negativo.

Os requisitos do controlo de qualidade devem ser efectuados de acordo com os regulamentos

ou requisitos de acreditacao locais e/ou nacionais aplicaveis e com os procedimentos padrao

de controlo de qualidade do laboratério. E recomendado que o utilizador consulte as
orientagdes CLSI e os regulamentos CLIA relativamente as praticas de controlo de qualidade
apropriadas.

RESULTADOS

Positivo para o Nitrato:

a. Gas no tubo Durham ou,



b. Apés a adicdo de reagentes, desenvolve-se uma cor rosa/vermelho ou,

¢. Apds a adigdo de reagentes nado se desenvolve qualquer cor e ap6s a adicdo de pé de
zinco ndo se desenvolve qualquer cor.

Negativo para o Nitrato: Apos a adicdo de reagentes ndo se desenvolve qualquer cor e apds a

adicdo de po de zinco desenvolve-se uma cor rosa/vermelho.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Esperar pelo menos 2 min para que a cor se desenvolva antes de considerar o teste de nitrato

negativo.

O Nitrate C (p6 de zinco) tem que ser adicionado a qualquer reac¢do negativa para eliminar a

possibilidade de uma reaccéo falsa negativa devido a capacidade do organismo em reduzir o

nitrato a gas nitrogénio.

Utilizar exclusivamente culturas puras. As culturas mistas poderdo originar resultados

erréneos.

Utilizar apenas a quantidade recomendada de p6 de zinco. O p6 de zinco em excesso pode

provocar falsas reaccoes.#

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Um estudo interno comparou o BD BBL Nitrate A Reagent, o BD BBL Nitrate B Reagent e o

BD BBL Nitrate C Reagent com outro conjunto de Reagentes de Nitratos disponivel no

mercado.5 Tal como indicado no quadro, todas as reac¢des foram identificadas nas 7 estirpes

Organismo Resultados Reagentes Reagentes
9 Esperados BD BBL comerciais
Acinetobacter anitratus ATCC 7961 - - -
Escherichia coli ATCC 25922 + + +
Pasteurella multocida ATCC 11096 + W+ W+
Branhamella cattharalis ATCC 38098 + W+ W+
Eikenella corrodens ATCC 7622 + + +
Branhamella cattharalis ATCC 25238 + W+ W+
Enterobacter cloacae ATCC 23355 + + +
Chave
- Negativo
+ Positivo
W+ Positivo fraco

ATCC testadas utilizando ambos os conjuntos de Reagentes de Nitratos.
APRESENTACAO

N.° de Cat. Descricao

261197 BD BBL Nitrate A Reagent Droppers, 50.

261198 BD BBL Nitrate B Reagent Droppers, 50.

261207 BD BBL Nitrate C Reagent Droppers, 50.
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besugarzas / Metodo di sterilizzazione: irradiazione / Ctepunusauus agici — cayne Tycipy /
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pavojus / Biologiskie riski / Biologisch risico / Biologisk risiko / Zagrozenia biologiczne / Perigo
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Biologisk risk / Biyolojik Riskler / BionoriuHa HeGesneka

Caution, consult accompanying documents / BiumaHve, HanpaseTe cripaBka B Npuapyxasaluure
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sprievodné dokumenty / PaZnja! Pogledajte priloZzena dokumenta / Obs! Se medféljande
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Keep away from light / MaseTe ot cBetnuHa / Nevystavujte svétlu / Ma ikke udsaettes for lys

/ Vor Licht schiitzen / KpatroTe 1o pakpid amméd 1o gwg / Mantener alejado de la luz / Hoida
eemal valgusest / Conserver a I'abri de la lumiére / Drzati dalje od svjetla / Fény nem érheti /
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