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Svenska

ANVANDNINGSOMRADE

BD BBL Nitrate Reagent A, BD BBL Nitrate Reagent B and BD BBL Nitrate Reagent C Droppers
(nitrat A-, nitrat B- och nitrat C-reagenspipetter) anvénds for att bestdmma bakteriers férmaga
att reducera nitrat till nitrit eller fri kvévgas.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Enterobacteriaceae, manga andra gramnegativa bakterier, mykobakterier och svampar
reducerar nitrat till nitrit. Den nitratreducerande egenskapen hos en art ar konstant for

vissa genus och arter. Nitrate A och Nitrate B Reagents anger, nar de tillsatts i lika delar,
narvaron av en katabolisk slutprodukt eller franvaro av nitrat i mediet.'.2 Vid negativ reaktion
uppvisar tillsats av Nitrate C Reagent narvaron av nitrat i mediet och bekraftar den negativa
reaktionen.

PRINCIPER FOR METODEN

Reaktionen indikerar organismens férmaga att reducera nitrat (NO3) till nitrit (NO,),
dikvaveoxid (N,0), kvaveoxid (NO) eller ammoniak (NH3). I narvaro av vilken som helst av
dessa slutprodukter kommer Nitrate A Reagent och Nitrate B Reagent, om de tillsatts i

lika proportioner, att andra mediets farg till rosa eller réd om organismen ar nitratpositiv.
Bildandet av andra slutprodukter som inte andrar fargen pa mediet till rosa eller roéd ar ocksa
mojlig; darfor tillsatts Nitrate C Reagent (zinkpuder) for att detektera oreducerat nitrat. |
narvaro av oreducerat nitrat andrar zinkpuder mediets farg till rosa eller réd. Franvaron av
farg efter tillsatsen av zinkpuder indikerar att nitrat har reducerats till kvavgas (N,) och att
organismen ar nitratpositiv.

REAGENSER

Nitrate A Reagent Droppers innehaller 0,5 mL 0,8 % sulfanilsyra i 5 N &ttiksyra. Nitrate A
Reagent Droppers innehaller 0,5 mL 0,6 % N,N-dimetyl-alfa-naftylamin i 5 N attiksyra. Nitrate
C Reagent Droppers innehéller 1 g zinkpuder.

Varningar och forsiktighetsbeaktanden:

Avsedd for in vitro-diagnostik.

Nitrate B Reagent ér, trots att det inte ar klassificerat som carcinogent av USA:s Occupational
Safety and Health Administration (OSHA), néra beslaktat med alfa-naftylamin, vilket anses
vara carcinogent.3 Nitrate C Reagent avger i kontakt med vatten extremt lattantandliga gaser.
Anvand aldrig vatten.

Folj korrekta laboratorieférfaranden vid hantering och kassering av infektiést material.

Kat. nr. Beskrivning
261197 BD BBL Nitrate A Reagent Droppers, 50.
Fara

H314 Orsakar allvarliga fratskador pa hud och 6gon. H317 Kan orsaka allergisk hudreaktion.
P101 Ha forpackningen eller etiketten till hands om du maste soka lakarvard. P280 Anvand
skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd. P303+P361+P353 VID HUDKONTAKT
(dven haret): Ta omedelbart av alla nedsténkta klader. Skélj huden med vatten/duscha.
P305+P351+P338 VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj férsiktigt med vatten i flera minuter.
Ta ur eventuella kontaktlinser om det gar latt. Fortsatt att skdlja. P405 Forvaras inlast. P501
Innehallet/behallaren ska kasseras i enlighet med lokala/regionala/nationella/internationella
bestammelser.

Kat. nr. Beskrivning
261198 BD BBL Nitrate B Reagent Droppers, 50.
Fara

3

H314 Orsakar allvarliga fratskador pa hud och 6gon. P280 Anvand skyddshandskar/
skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd. P303+P361+P353 VID HUDKONTAKT (aven haret):
Ta omedelbart av alla nedstankta klader. Skélj huden med vatten/duscha. P305+P351+P338
VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj férsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella
kontaktlinser om det gar latt. Fortsatt att skélja. P301+P330+P331 VID FORTARING: Skélj
munnen. Framkalla INTE krakning. P405 Forvaras inlast. P501 Innehallet/behallaren ska
kasseras i enlighet med lokala/regionala/nationella/internationella bestammelser.

Kat. nr. Beskrivning
261207 BD BBL Nitrate C Reagent Droppers, 50.
Fara

H250 Spontanantander vid kontakt med luft. H260 Vid kontakt med vatten utvecklas
brandfarliga gaser som kan sjalvantanda. H400 Mycket giftigt for vattenlevande organismer.
H410 Mycket giftigt for vattenlevande organismer med langtidseffekter. P222 Undvik kontakt
med luft. P280 Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd. P370+P378

Vid brand: Slack med CO,, pulver eller vatten. P422 Forvara innehallet i inert gas. P402+P404
Forvaras torrt. Foérvaras i sluten behallare. P501 Innehallet/behallaren ska kasseras i enlighet
med lokala/regionala/nationella/internationella bestammelser.

Forvaringsanvisningar: Férvara Reagent Droppers vid rumstemperatur (15 — 30 °C). Skyddas
mot ljus. Pipetter kan anvéndas under en dag efter att ampullen brutits.



Produktnedbrytning: Dessa reagenser ar hermetiskt férseglade i ampuller, vilket gér att de
forblir kemiskt stabila till utgdngsdatumet. Andring av fargen hos reagens A och B fran klart
eller ljusgul till brun indikerar olamplig férvaring, vilket kan medféra svagare reaktioner.

FORFARANDE

Tillhandahallet material: Nitrate A Reagent Droppers, Nitrate B Reagent Droppers eller
Nitrate C Reagent Droppers, enligt bestallning.

Material som kravs men ej medfdljer: Extra odlingsmedier, reagenser, organismer for
kvalitetskontroll och sadan laboratorieutrustning som kravs féor denna metod.

Testforfaranden:

Nitrate A eller B Reagent Droppers halls vid anvandning uppratta och med SPETSEN RIKTAD
BORT FRAN ANVANDAREN. Fatta pipetten i mitten med tummen och pekfingret och klam
forsiktigt ihop den for att bryta ampullen inne i pipetten. Obs! Bryt ampullen néra dess

mitt och endast en gang. Hantera pipetten férsiktigt darefter, eftersom plasten annars

kan punkteras och skador uppsta. Knacka pipettens botten mot bordsskivan nagra ganger.

Vand den upp och ned for att dispensera reagens droppvis nar den &r klar att anvandas. Vid

anvandning av Nitrate C Reagent Droppers tas locket av, varefter pipetten vands upp och ned

for dispensering av zinkpudret.

Vatskemediemetod: Metod for Enterobacteriaceae och icke-fermenterande gramnegativa

stavar.

1. Ympa nitratbuljong med Durham-rér med den organism som skall testas med anvandning
av 18 - 24 h odling.

2. Inkubera ympade rér vid 35— 37 °Ci 18 — 24 h. | séllsynta fall behdvs férlangd inkubation
for att en positiv reaktion skall erhallas for vissa organismer.!

3. Tautréren ur inkubatorn och undersék Durham-réret med avseende pé narvaro av gas.
Om gas ar narvarande, ar organismen nitratpositiv. Om ingen gas ar narvarande, fortsatter
man med steg 4.

4. Tillsatt 10 droppar av Nitrate A och 10 droppar av Nitrate B till réret. (Alternativt
forfarande: Ta ut ca. 2 mL buljong och placera den i ett rent 12 x 75 mm provror. Tillsatt
5 droppar av Nitrate A och 5 droppar av Nitrate B till réret. Skaka latt for att blanda
reagenserna. Om resultatet ar negativt, kan kvarvarande buljong aterinkuberas och testas
nasta dag.)

5. Kontrollera om buljongen antar en rosa/réd farg inom 2 min.

6. Om rosa/roéd farg framtrader ar organismen nitratpositiv.

7. Om ingen farg framtrader inom 2 min, tillsatts en liten mangd Nitrate C (en upp-och-
nedvandning) till roret.

8. Om mediet blir rosa/rétt inom 2 min, ar nitrat narvarande (dvs. inte reducerat av
organismen) och organismen &r nitratnegativ.

9. Om ingen fargférandring sker inom 2 min ar nitrat inte narvarande i mediet (organismen
har t.ex. reducerat nitrat till kvdvgas), och organismen &r nitratpositiv.

Metod med mellansolitt medium: Metod for kréasna gramnegativa stavar, anaeroba bakterier

och grampositiva organismer.

1. Ympa indolnitratmedium med den organism som skall testas med anvandning av 18 - 24 h
odling.

2. Inkubera ympade ror vid 35 - 37 °Ci 18 — 24 h. | séllsynta fall behovs forlangd inkubation
for att en positiv reaktion skall erhallas fér vissa organismer.1

3. Tillsatt 10 droppar av Nitrate A och 10 droppar av Nitrate B till réret. (Alternativt
forfarande: Ta ut ca. 2 - 3 mL medium och placera det i ett rent 12 x 75 mm provror.
Tillsatt 5 droppar av Nitrate A och 5 droppar av Nitrate B till réret. Skaka latt for att
blanda reagenserna. Om resultatet &r negativt, kan kvarvarande buljong aterinkuberas
och testas nasta dag.)

4. Kontrollera om buljongen antar en rosa/réd farg inom 2 min.

. Om rosa/réd farg framtrader &r organismen nitratpositiv.

6. Om ingen farg framtrader inom 2 min, tillsatts en liten mangd Nitrate C (en upp-och-
nedvéandning) till réret.

7. Om mediet blir rosa/rétt inom 2 min, &r nitrat narvarande (dvs. inte reducerat av
organismen) och organismen ar nitratnegativ.

8. Om ingen fargférandring sker inom 2 min &r nitrat inte nérvarande i mediet (dvs.
organismen har reducerat nitrat till kvdvgas), och organismen &r nitratpositiv.

Andra metoder: Dessa reagenser kan anvéndas i alla olika variationer av

nitratreduktionstestet som kraver Nitrate A, Nitrate B och Nitrate C.

wvi

Kvalitetskontroll utférd av anvandaren: Undersok reagenset for tecken pa nedbrytning
(se "Produktnedbrytning”). Escherichia coli ATCC 25922 ger ett positivt resultat, medan
Acinetobacter baumanii ATCC 17961 ger ett negativt resultat.

Kvalitetskontroll maste utforas i enlighet med géllande bestammelser eller ackrediteringskrav
samt laboratoriets etablerade procedurer for kvalitetskontroll. Det rekommenderas

att anvandaren konsulterar tillampliga CLSI-riktlinjer och CLIA-foreskrifter for lampliga
kvalitetskontrollférfaranden.

RESULTAT

Nitratpositiv:

a. GasiDurham-réret eller,

b. Efter tillagg av reagenserna framtrader rosa/rod farg eller,

c. After tillsats av reagenserna framtrader ingen férg och efter tillsats av zinkpuder
framtrader ingen farg.

Nitratnegativ: Efter tillsats av reagenserna framtrader ingen farg och efter tillsats av
zinkpuder framtrader ingen farg.

METODENS BEGRANSNINGAR
Vénta i minst 2 min for fargutveckling innan nitrattestet betecknas som negativt.

Nitrate C (zinkpuder) maste tillsattas negativ reaktion for att eliminera risken for falskt
negativ reaktion beroende pa organismens férmaga att reducera nitrat till kvavgas.

Anvand endast renkulturer. Blandade kulturer kan producera missvisande resultat.

Anvand endast rekommenderad méangd zinkpuder. Fér mycket zinkpuder kan orsaka falska
reaktioner.4



KLINISKA PRESTANDA

En intern studie jamférde BD BBL Nitrate A Reagent, Nitrate B Reagent och Nitrate C Reagent
med en annan grupp av i handeln férekommande nitratreagenser.5 Sasom anges i tabellen,
identifierades alla reaktioner fér de 7 ATCC-stammar som testades med anvandning av bada

grupperna nitratreagenser.

Organism Forvantade BD BBL ) I handeln
resultat -reagenser |férekommande

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 + + +

Tegnforklaring

- Negativ
+ Positiv
W+ Svagt positiv

TILLGANGLIGHET
Kat. nr. Beskrivning

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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