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Contact your local BD representative for instructions. / CBbpxeTe ce ¢ MecTHuA npeacTtaBuTen Ha BD 3a
nHcTpyk3uun. / Pokyny vam poskytne mistni zastupce spoleénosti BD. / Kontakt den lokale BD repraesentant for at
fa instruktioner. / EmikolvwvioTe e Tov Tomiké avrimpéowto Tng BD yia odnyieg. /| Kasutusjuhiste suhtes
kontakteeruge oma kohaliku BD esindajaga. / Ota yhteys ldhimpadn BD:n edustajaan ohjeiden saamiseksi. /
Kontaktiraj lokalnog predstavnika BD za upute. / A hasznalati utasitast kérje a BD helyi képviseletétol. / Hyckaynap
ywiH xeprinikti BD ekinimeH xabapnackiHbi3. / Lai sapemtu noradijumus, sazinieties ar vietéjo BD parstavi. /
Naudojimo instrukcijy teiraukités vietos BD jgaliotojo atstovo. / Neem contact op met uw plaatselijke
BD-vertegenwoordiger voor instructies. / Kontakt din lokale BD-representant for mer informasjon. / Aby uzyskac¢
instrukcje uzytkowania, skontaktuj si¢ z lokalnym przedstawicielstwem BD. / Contacte o representante local da BD
para instrugdes. / Pentru instructiuni, contactati reprezentantul local BD. / insi nony4yeHus yka3aHuit obpaTutechb K
MecTHOMY npeacTaBuTtento komnanum BD. / InStrukcie ziskate u miestneho zastupcu spolo¢nosti BD. / Obratite se
svom lokalnom predstavniku kompanije BD za uputstva. / Kontakta ndrmaste BD-representant for anvisningar. /
Talimatlar icin yerel BD temsilcinizle temasa gecin. / 3a iHCTpyKUiSiMM 3BepHITLCA A0 MicLEBOro npeAcTaBHUKa
komnadii BD.

INTENDED USE

BD BBL™ Taxo™ Differentiation Discs Nitrate are used for detecting nitrate reductase activity by anaerobes in the nitrate

reduction test.

SUMMARY AND EXPLANATION

The nitrate disc test is a rapid qualitative procedure first developed by Wideman et al.? The test determines the ability of
anaerobic bacteria to reduce nitrate to nitrite. The nitrate disc test is recommended for use in the differentiation and identification
of anaerobic bacteria.’4

PRINCIPLES OF THE PROCEDURE

The nitrate reduction test detects the ability of bacteria to use nitrate as a final electron acceptor in their respiratory chain.4 In this
reaction, nitrate is reduced to nitrite, which may be further reduced to nitrogen gas or ammonia.!4 The reduction of nitrate to nitrite
is detected by the addition of sulfanilic acid and N,N-dimethyl-a-naphthylamine that combine with nitrite to form a red compound,
p-sulfobenzene-azo-a-naphthylamine (indicating a positive test). If no color change takes place after the addition of the reagents
(negative reaction), zinc dust is added to determine if unreduced nitrate or products other than nitrite (i.e., ammonia, nitrogen, nitric
oxide, hydroxylamine) are present. If nitrate has been reduced beyond nitrite, zinc ions will produce no color change (positive
result). A positive zinc and a negative nitrite reaction presumptively indicates that nitrate was reduced to end products beyond the
nitrite stage.’4

REAGENTS

BD BBL Taxo Differentiation Discs Nitrate are paper discs imprinted with the letters NIT and impregnated with a solution containing
40% potassium nitrate and 0.1% sodium molybdate.

Warnings and Precautions:

For in vitro Diagnostic Use.

Follow established laboratory procedures in handling and disposing of infectious materials.

Storage Instructions: Store BD BBL Taxo Differentiation Discs Nitrate at 2—8 °C.

The expiration date applies to the product in its intact container when stored as directed.

Product Deterioration: Do not use the product if it fails to meet specifications for identity and performance.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Collect specimens in sterile containers or with sterile swabs and transport immediately to the laboratory in accordance with
recommended guidelines.2.3.5

Process each specimen as appropriate for that specimen.2.3.5

PROCEDURE

Material Provided: BD BBL Taxo Differentiation Discs Nitrate.

Materials Required But Not Provided: Nitrate Reagent A (Sulfanilic Acid), Nitrate Reagent B (N,N-dimethyl-a-naphthylamine),
Nitrate Reagent C (zinc dust), forceps, inoculating loop or needle, anaerobic jar or chamber, Bunsen burner or incinerator, reduced
blood agar plates, incubator (35 °C) and quality control organisms.

Test Procedure:

Nitrate Reduction Test

1. Streak a reduced blood agar plate with the test organism to obtain a confluent lawn of growth.

2. Using aseptic technique, place one BD BBL Taxo Nitrate Disc in the center of the inoculated area. Using flamed and cooled
forceps, gently press down on the disc to ensure a good contact with the medium.

3. Invert and incubate plates anaerobically at 35 + 2 °C for 40—48 h.

4. Remove plates from incubation and add one drop each of Nitrate Reagent A (sulfanilic acid) and Nitrate Reagent B
(N,N-dimethyl-a-naphthylamine) to the disc.

5. Examine the disc for development of a red color within 3—-5 min.

6. If results are negative (no color development), confirm the negative finding by sprinkling a small amount of Nitrate Reagent C
(zinc dust) on the disc.

7. Examine the disc for development of a pink to red color in 5-10 min.
User Quality Control:
Identity Specifications — Round, off-white (ivory) 1/4” paper discs with “NIT” printed on both sides.

Cyltura! Response - Place BD BBL Taxo Differer_\tiation ] ° Nitrate Reduction
Discs Nitrate on blood plates heavily inoculated with the Organism ATCC Reaction

test organisms. Incubate the plates under anaerobic — -

conditions at 35 % 2 °C for 4048 h or longer if necessary Propionibacterium acnes 11827 +

for good grow?h. lUse Nitratg Reagent A and Nitrate Clostridium difficile 9689 —
Reagent B to indicate reaction.

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 guidance and CLIA regulations for appropriate Quality Control practices.

RESULTS

Procedure Observation Interpretation of Reaction

Development of red color Positive — Nitrate reduced

Addition of Nitrate
Reagents A and B to disc Presumptive negative — Nitrate not reduced or
No color change reduced to products other than nitrite

Addition of Nitrate Reagent C Development of pink to red color Negative — Nitrate not reduced

(zinc dust) to negative test disc. No color change Positive — Nitrate reduced

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

The nitrate reduction test may be used as a diagnostic aid in the identification of bacteria. Perform additional biochemical and
serological testing using pure cultures for complete identification. For further information, consult appropriate references.2:3.5

The nitrate discs may turn a tan color from hemolysis and/or metabolism when testing rapidly growing organisms. Addition of test
reagents may produce only a very subtle color change or no color change. If this reaction occurs, use another means of nitrate
reduction testing (tube test).!

Organisms that yield light or non-confluent growth may fail to produce a sufficient quantity of nitrate reductase and may give
negative test results.

Use only fresh cultures. Reincubate cultures that produce little or no growth before adding reagents.!

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Prior to release, all lots of BD BBL Taxo Differentiation Discs Nitrate are tested to verify specific product characteristics. Plates of
BD Trypticase™ Soy Agar with 5% Sheep Blood are swab-inoculated with cultures of Clostridium difficile (ATCC 9689),
Propionibacterium acnes (ATCC 11827) and Veillonella parvula (ATCC 10790). Samples are placed on the inoculated plates and
incubated at 35 + 2 °C under anaerobic conditions. After 48 h, the plates are removed from incubation and one drop each of Nitrate
Reagent A (sulfulnilic acid) and Nitrate Reagent B (N,N-dimethyl-a-naphthylamine) are added to the disc. The discs are examined
for the development of red color within 3 to 5 min. If the initial results are negative (no color change), a small amount of Nitrate
Reagent C (zinc dust) is added directly to the disc. After 10 min the discs are examined again. A positive reaction is indicated by no
color change on the disc. P. acnes and V. parvula reduce nitrate and give a positive reaction. C. difficile does not reduce nitrate
and gives a negative reaction (pink to red color) after the addition of the zinc dust.



AVAILABILITY

Cat. No. Description

231734 BD BBL™ Taxo™ Differentiation Discs Nitrate
261197 BD BBL™ Nitrate Reagent A Droppers
261198 BD BBL™ Nitrate Reagent B Droppers
261207 BD BBL™ Nitrate Reagent C

REFERENCES

1. Wideman, P.A., D.M. Citronbaum, and V.L. Sutter. 1977. Simple disc technique for detection of nitrate reduction by anaerobic
bacteria. J. Clin. Microbiol. 5: 315-319.

2. Isenberg, H.D. (ed.) 1994. Clinical microbiology procedures handbook, vol. 1. American Society for Microbiology,
Washington, D.C.

3. Murray, P.R., E.J. Baron, M.A. Pfaller, F.C. Tenover, and R.H. Yolken (ed.). 1995. Manual of clinical microbiology, 6th ed.
American Society for Microbiology, Washington, D.C.

4. MacFaddin, J.F. 1980. Biochemical tests for the identification of medical bacteria, 2nd ed. Williams and Wilkins, Baltimore.

5. Baron, E.J.,, L.R. Peterson and S.M. Finegold. 1994. Bailey & Scott’s diagnostic microbiology, 9th ed. Mosby-Year Book, Inc.,
St. Louis.

Technical Information: In the United States contact BD Technical Service and Support at 1.800.638.8663 or www.bd.com.

& BD Disques Nitrate de différenciation BBL Taxo

Frangais

APPLICATION

Les disques Nitrate de différenciation BD BBL Taxo servent a déceler I'activité de la nitrate réductase par les anaérobies dans le
test de la réduction des nitrates.

RESUME ET EXPLICATION

Le test par disque Nitrate, développé par Wideman et al.,! est une méthode qualitative rapide. Le test détecte la capacité des
bactéries anaérobies a réduire les nitrates en nitrites. Le test par disque nitrate a été recommandée pour servir a la différenciation
et I'identification des bactéries anaérobies. -4

PRINCIPES DE LA METHODE

Le test de réduction des nitrates détecte la capacité des bactéries a utiliser les nitrates comme les accepteurs finaux d’électrons
dans leur chaine respiratoire.4 Dans cette réaction, le nitrate est réduit en nitrite qui peut étre lui-méme réduit en ammoniac ou en
azote.!4 La réduction des nitrates en nitrites est décelée par I'addition d’acide sulfanilique et de N,N diméthyl-a-naphthylamine qui
se combine aux nitrites pour former un composé rouge, le p-sulfobenzéne-azo-a-naphthylamine (ce qui indique une réaction
positive). Si aucun changement de coloration ne se produit apres I'addition des réactifs (réaction négative), une poudre de zinc est
ajoutée pour déterminer si des nitrates non réduits ou des produits autres que des nitrites (soit, ammoniac, azote, oxyde nitrique,
hydroxylamine) sont présents.Si le nitrate est réduit en nitrite, les ions zinc ne feront apparaitre aucun changement de couleur
(résultat positif). Des réactions négatives pour le zinc et les nitrites laissent présumer que les nitrates ont été réduits en produits
finaux postérieurs aux nitrites. 14

REACTIFS

Les disques Nitrate de différenciation BD BBL Taxo sont des disques en papier de 6 mm imprimés avec les lettres NIT et
imprégnés d’'une solution contenant 40 % de nitrate de potassium et 0,1 % de molybdate de sodium.

Avertissements et precautions :

Réservé au diagnostic in vitro.

Appliquer les procédures de laboratoire en vigueur pour manipuler et jeter tout matériau infectieux.

Instructions de conservation : conserver les disques Nitrate de différenciation BD BBL Taxo a 2-8 °C.

La date de péremption ne concerne que le produit conservé dans son emballage intact et comme prescrit.

Détérioration du produit : ne pas utiliser le produit s'il ne satisfait pas aux spécifications relatives a son identité et sa performance.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Prélever les échantillons dans des récipients stériles ou avec un écouvillon stérile et les acheminer immédiatement au laboratoire
conformément aux directives indiquées.2.3.5

Préparer chaque échantillon en utilisant les procédures qui lui sont appropriées.2.3.5

METHODE
Matériel fourni : disques Nitrate de différenciation BD BBL Taxo.

Matériel requis mais non-fourni : réactif A Nitrate (acide sulfanilique), réactif B Nitrate (N,N diméthyl-o-naphthylamine), réactif
C Nitrate (poudre de zinc), forceps, anse a inoculation ou aiguille, chambre ou récipient anaérobie, bec Bunsen ou incinérateur,
boites de gélose au sang réduit et incubateur (35 °C) et des organismes pour le contréle de la qualité.

Procédure de test :
Test de réduction des nitrates
1. Inoculer une boite de gélose au sang réduit avec I'organisme a tester de fagon a obtenir un tapis de croissance convergent.

2. En utilisant une méthode aseptique, placer un disque Nitrate BD BBL Taxo au milieu de la surface inoculée. Au moyen d’une
paire de forceps flambés et refroidis, appuyer doucement sur le disque pour s’assurer qu'’il touche bien le milieu.

3. Inverser et incuber anaérobiquement les boites de gélose a 35 + 2 °C pendant 24—48 h.

4. Retirer les boites de gélose de I'incubateur et ajouter une goutte de réactif A Nitrate (acide sulfanilique) et réactif B Nitrate
(N,N diméthyl-a-naphthylamine) au disque.

5. Examiner le disque a la recherche du développement d’une coloration rouge dans les 3-5 min suivantes.

6. Siles résultats sont négatifs (aucune coloration n’est apparue), vérifier le résultat négatif en soupoudrant une petite quantité
de réactif C Nitrate (poudre de zinc) sur le disque.

7. Examiner le disque a la recherche du développement d’une coloration rose a rouge dans les 5-10 min suivantes.
Contréle de qualité réalisé par I'utilisateur :

Spécifications relatives a I'identité — disques en papier, ronds, blancs-cassé de 6 mm avec NIT imprimé des deux cotés.
Réponse en culture - placer les disques Nitrate de

Réaction de réduction

différentiation BD BBL Taxo sur des boites de gélose au sang Organisme ATCC .

) . . de nitrates
largement inoculées avec des organismes de test. Incuber
les boites de gélose dans des conditions anaérobies & Propionibacterium acnes 11827 +

35 + 2 °C pendant 40—48 h ou plus longtemps si nécessaire
pour obtenir une bonne croissance. Utiliser le réactif A Nitrate
et le réactif B Nitrate pour indiquer la réaction.

Effectuer les controles de qualité conformément a la réglementation nationale et/ou internationale, aux exigences des organismes
d’homologation concernés et aux procédures de contréle de qualité en vigueur dans I'établissement. Il est recommandé a
I'utilisateur de consulter les directives CLSI et la réglementation CLIA concernées pour plus d’informations sur les modalités de
controle de qualité.

RESULTATS

Clostridium difficile 9689 -

Méthode Observation Interprétation de la réaction

Développement d’une coloration rouge Résultat positif — nitrates réduits
Addition des réactifs

Résultat présumé négatif — Nitrates non réduits

AetB Nitrate au disque | pas de changement de coloration . ) o
ou réduits en des produits autres que les nitrites

Addition de réactifs C Développement d’une coloration rose a rouge Résultat négatif — nitrates non réduits
Nitrate (poudre de zinc)
au disque négatif Pas de changement de coloration Résultat positif — nitrates réduits

LIMITES DE LA METHODE

Le test de la réduction des nitrates peut servir d’outil de diagnostic pour aider a identifier des bactéries. Des essais biochimiques et
sérologiques supplémentaires doivent étre effectués pour réaliser I'identification compléte. Pour de plus amples informations,
consulter les références appropriées.2.3.5

Des organismes a croissance rapide peuvent entrainer le virement des disques Nitrate au beige, conséquence d’une hémolyse
et/ou d’'un métabolisme. L’addition des réactifs du test ne peut produire qu’un tres faible changement de coloration ou aucun
changement. Au cas ol ceci se produit, il est conseillé d'utiliser d’autres moyens de tester la réduction des nitrates (tube a essai).’
Les organismes qui produisent une faible croissance non convergente peuvent ne pas produire une quantité suffisante de nitrate
éductase et donner des résultats négatifs.

Il faut seulement utiliser des cultures fraiches. Les cultures qui ne croissent pas ou seulement faiblement doivent étre réincubées
avant que les réactifs ne soient ajoutés.’



CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES

Les caractéristiques de performances de tous les lots de BD BBL Taxo Differentiation Discs Nitrate sont testées en usine. Des
boites de gélose de soja BD Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood sont ensemencées a I'écouvillon avec des cultures de
Clostridium difficile (ATCC 9689), Propionibacterium acnes (ATCC 11827) et Veillonella parvula (ATCC 10790). Des échantillons
sont déposés sur les boites ensemencées, puis incubés a 35 + 2 °C en conditions anaérobies. Aprés 48 h d’incubation, une goutte
de réactif Nitrate Reagent A (acide sulfanilique) et une goutte de réactif Nitrate Reagent B (N,N-diméthyl-a-naphthylamine) sont
déposées sur le disque. Les disques sont examinés pour déceler I'apparition d’une coloration rouge dans un délai de 3 & 5 min. Si
les résultats initiaux sont négatifs (aucun changement de couleur), une petite quantité de réactif Nitrate Reagent C (poudre de
zinc) est déposée directement sur le disque. Les tubes sont examinés de nouveau au bout de 10 min. L'absence de changement
de couleur sur le disque indique une réaction positive. P. acnes et V. parvula réduisent les nitrates et donnent une réaction positive.
C. difficile ne réduit pas les nitrates et donne une réaction négative (coloration rose a rouge) aprés ajout de poudre de zinc.

MATERIEL DISPONIBLE

N° cat. Description

231734 Disques Nitrate de différenciation BD BBL Taxo
261197 BD BBL Réactif A Nitrate

261198 BD BBL Réactif B Nitrate

261207 BD BBL Réactif C Nitrate

BIBLIOGRAPHIE : voir la rubrique “References” du texte anglais.

Service et assistance technique : contacter votre représentant local de BD ou consulter le site www.bd.com.

& BD BBL Taxo Nitrat-Differenzierungsbléttchen

Deutsch
VERWENDUNGSZWECK

BD BBL Taxo Nitrat-Differenzierungsblattchen dienen zum Nachweis der Nitratreduktaseaktivitat von Anaerobiern im
Nitratreduktions test.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Der Nitrat-Blattchentest, zuerst von Wideman et al.! entwickelt, ist ein qualitatives Schnellverfahren. Mit dem Test kann die
Fahigkeit anaerober Bakterien, Nitrat zu Nitrit zu reduzieren, bestimmt werden. Der Nitrat-Blattchentest wird zur Differenzierung
und Identifizierung von anaeroben Bakterien empfohlen.1-4

VERFAHRENSPRINZIP

Der Nitratreduktionstest weist die Fahigkeit von Bakterien nach, Nitrat als Endelektronenakzeptor in ihrer Atmungskette zu
verwenden.4 Bei dieser Reaktion wird Nitrat zu Nitrit reduziert, wobei das Nitrit ggf. weiter zu Stickstoffgas oder Ammoniak
reduziert wird.!4 Der Nachweis der Reduktion von Nitrat zu Nitrit erfolgt durch Zugabe von Sulfanilsdure und N,N-Dimethyl-a-
Naphthylamin, die sich mit Nitrit verbinden und p-Sulfobenzol-Azo-a-Naphthylamin, eine rote Verbindung, ergeben (positives
Testergebnis). Wenn nach der Zugabe der Reagenzien keine Farbanderung stattfindet (negative Reaktion), wird Zinkstaub
zugegeben, um zu ermitteln, ob nicht reduziertes Nitrat oder andere Produkte als Nitrit (d. h. Ammoniak, Stickstoff, Stickoxid,
Hydroxylamin) vorhanden sind. Wenn Nitrat (iber das Nitritstadium hinaus reduziert wurde, I6sen die Zinkionen eine Farbanderung
nicht aus (positive Reaktion). Ein positives Zinkergebnis zusammen mit einem negativen Nitritergebnis sind ein prasumtiver
Nachweis dafir, daR das Nitrat zu Endprodukten tber das Nitritstadium reduziert worden ist.1.4

REAGENZIEN

BD BBL Taxo Nitrat-Differenzierungsblattchen sind Papierblattchen, die mit den Buchstaben “NIT” bedruckt und mit einer Lésung
aus 40 % Kaliumnitrat und 0,1 % Natriummolybdat imprégniert sind.

Warnungen und VorsichtsmaRnahmen:

In-vitro-Diagnostikum.

Die zur Handhabung und Entsorgung infektiéser Materialien geltenden Laborvorschriften beachten.

Aufbewahrung: BD BBL Taxo Nitrat-Differenzierungsblattchen bei 2—-8 °C aufbewahren.

Das Verfallsdatum gilt fiir das Produkt bei ungeéffneter Packung und vorschriftsméaRiger Lagerung.

Produktverfall: Produkte, die den Identitats- und Leistungsspezifikationen nicht entsprechen, diirfen nicht verwendet werden.

PROBENENTNAHME UND -VORBEREITUNG

Proben in sterile Behélter oder mit sterilen Tupfern entnehmen und in Ubereinstimmung mit den empfohlenen Richtlinien sofort ins
Labor transportieren.2.3.5

Jede Probe mit dem jeweils geeigneten Verfahren vorbereiten.2.3.5

VERFAHREN
Mitgeliefertes Arbeit: terial: BD BBL Taxo Nitrat-Differenzierungsblattchen.
Bendtigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbei ial: Nitrat-Reagenz A (Sulfanilsaure), Nitrat-Reagenz B (N,N-Dimethyl-a--

Naphthylamin), Nitrat-Reagenz C (Zinkstaub), Pinzette, Impfése oder -nadel, Anaerobier-Topf oder -Kammer, Bunsenbrenner oder
Verbrennungsofen, reduzierte Blutagarplatten und Inkubator (35 °C) und Qualitatskontrollorganismen.

Testdurchfiihrung:
Nitratreduktionstest
1. Den Testorganismus auf einer reduzierten Blutagarplatte ausstreichen, um einen konfluenten Wachstumsrasen zu erzielen.

2. Ein BD BBL Taxo Nitrat-Blattchen unter Beachtung aseptischer Kautelen in die Mitte des inokulierten Bereichs legen. Mit
einer ausgeglihten und abgekiihlten Pinzette, vorsichtig auf das Blattchen driicken, um einen guten Kontakt mit dem
Medium sicherzustellen.

3. Die Platten umdrehen und unter anaeroben Bedingungen bei 35 + 2 °C 4048 h lang inkubieren.

4. Die Platten aus dem Inkubator nehmen und einen Tropfen Nitrat-Reagenz A (Sulfanilsaure) sowie Nitrat-Reagenz B
(N,N-Dimethyl-a-Naphthylamin) auf jedes Blattchen geben.

5. Das Blattchen auf Entwicklung einer roten Farbe innerhalb von 3-5 min priifen.

6. Wenn Ergebnisse negativ ausfallen, (keine Farbentwicklung), eine kleine Menge Nitrat-Reagenz C (Zinkstaub) auf das
Blattchen streuen, um das negative Ergebnis zu bestatigen.

7. Das Blattchen auf Entwicklung einer rosa Farbe innerhalb von 5-10 min priifen.

Qualitatskontrolle durch den Anwender:

Identitat — Runde, gebrochen weilRe (elfenbein) 6-mm-Papierblattchen. Auf beiden Seiten der Blattchen ist “NIT” aufgedruckt.
Kulturreaktion — BD BBL Taxo Nitrat-

Nitratreduktions-

Differenzierungsblattchen auf mit den Testorganismen Organismus ATCC el
reichlich inokulierte Blutplatten legen. Platten unter — -
anaerobischen Bedingungen bei 35 + 2 °C 40 — 48 h lang, Propionibacterium acnes 11827 +

ggf. noch langer, um gutes Wachstum zu erzielen,
inkubieren. Reaktion mittels Nitrat-Reagenz A und Nitrat-
Reagenz B bestimmen.

Es sind die geltenden gesetzlichen und behérdlichen und in den Akkreditierungsbedingungen festgelegtenVorschriften zur
Qualitatskontrolle sowie die laborinternen Standardvor gaben zur Qualitatskontrolle zu beachten. Anwender sollten die relevanten
CLSI-Dokumente und CLIA Vorschriften (iber geeignete Testverfahren zur Qualitatskontrolle einsehen.

ERGEBNISSE

Clostridium difficile 9689 -

Verfahren Beobachtung Auswertung der Reaktion

Entwicklung einer roten Farbe Positiv — Nitrat wurde reduziert

Zugabe von Nitratreagenzien -

A und B zum Blattchen . . Prasumtiv negativ — Nitrat wurde nicht oder
Keine Farbdnderung zu anderen Produkten als Nitrit reduziert

Zugabe von Nitrat-Reagenz C | Entwicklung einer rosa bis roten Farbe Negativ — Nitrat wurde nicht reduziert
(Zinkstaub) zu negativen
Testblattchen Keine Farbanderung Positiv — Nitrat wurde reduziert

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Der Nitratreduktionstest eignet sich als prasumtives Diagnostikum zur Identifizierung von Bakterien. Zur vollstandigen
Identifizierung sind zuséatzliche biochemische und serologische Tests durchzuflihren. Weitere Informationen finden Sie in der
entsprechenden Literatur.2.3.5

Beim Testen von schnell wachsenden Organismen kénnen die Nitrat-Blattchen infolge von Hamolyse und/oder Stoffwechsel eine
beige Farbung annehmen. Die Zugabe von Testreagenzien fiihrt u.U. nur zu einer leichten oder ausbleibenden Farbanderung. Im
Falle einer solchen Reaktion andere Mittel zur Nitratreduktionspriifung (Rohrchentest) einsetzen.!

Organismen mit geringem oder nicht-konfluentem Wachstum kénnen Nitratreduktase von unzureichender Qualitét produzieren und
negative Ergebnisse liefern.

AusschlieBlich frische Kulturen verwenden. Kulturen, die wenig oder kein Wachstum aufweisen, vor der Zugabe der Reagenzien
erneut inkubieren.



LEISTUNGSMERKMALE

Vor der Freigabe werden alle Chargen von BD BBL Taxo Differentiation Discs Nitrate getestet, um die spezifischen
Produkteigenschaften zu priifen. Platten mit BD Trypticase-Sojaagar mit 5 % Schafblut werden mit einem Ausstrichtupfer mit
Kulturen von Clostridium difficile (ATCC 9689), Propionibacterium acnes (ATCC 11827) und Veillonella parvula (ATCC 10790)
inokuliert. Die Proben werden auf die inokulierten Platten gegeben und unter anaeroben Bedingungen bei 35 + 2 °C inkubiert.
Nach 48 h wird die Inkubation der Platten beendet und dem Blattchen wird jeweils ein Tropfen Nitratreagenz A (Schwefelsaure)
und Nitratreagenz B (N,N-Dimethyl-a-Naphthylamin) hinzugefiigt. Die Blattchen werden nach 3 bis 5 min auf einen roten Farbton
Uberprift. Wenn die ersten Ergebnisse negativ sind (keine Farbanderung), wird dem Blattchen eine geringe Menge Nitratreagenz
C (Zinkstaub) direkt hinzugefligt. Nach 10 min werden die Blattchen erneut untersucht. Bei einer positiven Reaktion kommt es zu
keiner Farbanderung des Blattchens. P. acnes und V. parvula reduzieren Nitrat und zeigen eine positive Reaktion. C. difficile
reduziert Nitrat nicht und zeigt nach Zugabe des Zinkstaubs eine negative Reaktion (Rosa- bis Rotfarbung).

LIEFERBARE PRODUKTE

Best.-Nr. Beschreibung

231734 BD BBL Taxo Nitrat-Differenzierungsblattchen
261197 BD BBL Nitrat-Reagenz A

261198 BD BBL Nitrat-Reagenz B

261207 BD BBL Nitrat-Reagenz C

LITERATUR: S. “References” im englischen Text.

Technischer Kundendienst: setzen Sie sich mit lhrer zustandigen BD-Vertretung in Verbindung oder besuchen Sie www.bd.com.

& BD Dischi Nitrato BBL Taxo per differenziazione

Italiano

USO PREVISTO

| dischi Nitrato BD BBL Taxo per differenziazione sono usati per la rilevazione dell’attivita di nitrato reduttasi da parte di anaerobi
nel test di riduzione del nitrato.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

Il test con dischi Nitrato, sviluppato da Wideman et al.,” & una procedura rapida qualitativa per la determinazione della capacita di
batteri anaerobi di ridurre il nitrato in nitrito. L'uso di questa procedura € consigliato per la differenziazione e identificazione di
batteri anaerobi.’-4

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

Il test di riduzione del nitrato rileva la capacita dei batteri di usare nitrato come accettore finale di elettroni nella propria catena
respiratoria.4 In questa reazione, il nitrato viene ridotto in nitrito, che pud essere a sua volta ulteriormente ridotto in ammoniaca o
gas azoto.!# La riduzione del nitrato in nitrito viene rilevata dall’aggiunta di acido solfanilico e N,N-dimetil-a.-naftilamina che si
combina con il nitrito per formare un composto rosso, p-sulfobenzene-azo-a-naftilamina (indicante un test positivo). Se dopo
I'aggiunta dei reagenti non si registra alcuna variazione cromatica (reazione negativa), si aggiunge polvere di zinco per
determinare I'eventuale presenza di nitrato non ridotto o prodotti diversi da nitrito (cioé ammoniaca, azoto, ossido di azoto,
idrossilamina). Se il nitrato & stato ridotto oltre la fase nitrito, gli ioni zinco non producono alcuna variazione cromatica (risultato
positivo). Le reazioni positive per zinco e negative per nitrito indicano presuntivamente che il nitrato & stato ridotto in prodotti finali
oltre la fase nitrito. 14

REAGENTI

| dischi Nitrato BD BBL Taxo per differenziazione sono dischi di carta recanti la scritta NIT e impregnati di una soluzione
contenente nitrato di potassio al 40% e molibdato di sodio allo 0,1%.

Avvertenze e precauzioni:

Per uso diagnostico in vitro.

Seguire le procedure di laboratorio stabilite per la manipolazione e lo smaltimento di materiali infettivi.

Modalita di conservazione: conservare i dischi Nitrato BBL Taxo per differenziazione a 2-8 °C.

La data di scadenza indicata si riferisce al prodotto in confezionamento integro, correttamente conservato.

Deterioramento del prodotto: non usare il prodotto se non & conforme alle specifiche di identita e performance.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Raccogliere i campioni prelevati in contenitori sterili o con tamponi sterili e trasportarli immediatamente in laboratorio secondo le
modalita prescritte.2.3.5

Trattare i campioni secondo la procedura appropriata per ognuno di essi.2.3.5

PROCEDURA
Materiale fornito: dischi Nitrato BD BBL Taxo per differenziazione.

Materiali richiesti ma non forniti: Reagente Nitrato A (acido solfanilico), Reagente Nitrato B (N,N-dimetil-a-naftilamina), Reagente
Nitrato C (polvere di zinco), pinze, ago o ansa da inoculo, camera o vaso in anaerobiosi, becco Bunsen o inceneritore, piastre agar
sangue ridotto e incubatore a (35 °C) y organismos para el control de calidad.

Procedura del test:
Test di riduzione del nitrato
1. Seminare I'organismo da testare su una piastra di agar sangue ridotto in modo da ottenere un’area di crescita confluente.

2. Con una tecnica asettica, porre un disco Nitrato BD BBL Taxo al centro dell’area inoculata. Con I'ausilio di pinze esposte a
fiamma e raffreddate, premere giu il disco delicatamente per farlo aderire al terreno.

3. Capovolgere le piastre e incubarle in anaerobiosi a 35 + 2 °C per 40—48 h.

4. Rimuovere le piastre dall'incubazione e aggiungere una goccia di Reagente Nitrato A (acido solfanilico) e una di Reagente
Nitrato B (N,N-dimetil-a-naftilamina) al disco.

5. Esaminare se sul disco si sviluppa una colorazione rossa entro 3-5 min.

6. Se i risultati sono negativi (nessuno sviluppo di colorazione), confermare il risultato negativo distribuendo una piccola quantita
di Reagente Nitrato C (polvere di zinco) sul disco.

7. Esaminare se sul disco si sviluppa una colorazione rosa - rossa entro 5-10 min.
Controllo di qualita per I'utilizzatore:
Specifiche di identita — Dischi di carta rotondi, biancastri (color avorio), da 6 mm, recanti la scritta NIT su entrambi i lati.

Esito della coltura — Applicare i dischi Nitrato

N Reazione di
BD BBL Taxo per differenziazione su piastre agar dopo Organismo ATCC riduzionzl ol niltrato
un’abbondante semina degli organismi da testare. Incubare le — -
piastre in anaerobiosi a 35 + 2 °C per 40-48 h o pit a lungo, Propionibacterium acnes 11827 +

se necessario per una buona crescita. Usare il Reagente
Nitrato A e il Reagente Nitrato B per rilevare la reazione.
Le procedure prescritte per il controllo di qualita devono essere effettuate in conformita alle norme vigenti o ai requisiti di
accreditazione e alla prassi di controllo di qualita del laboratorio specifico. Per una guida alla prassi di controllo di qualita
appropriata, si consiglia di consultare le norme CLIA e la documentazione CLSI in merito.

Clostridium difficile 9689 -

RISULTATI
Procedura Osservazione Interpretazione della reazione

Sviluppo di colorazione rossa Positiva — Nitrato ridotto

Aggiunta di Reagenti Nitrato - - - -

A e B al disco Nessuna variazione cromatica Presuntiva negativa — Nitrato non ridotto o

ridotto in prodotti diversi da nitrito

Aggiunta di Reagente Sviluppo di colorazione rosa - rossa Negativa — Nitrato non ridotto

Nitrato C (polvere di zinco)

al disco del test negativo Nessuna variazione cromatica Positiva — Nitrato ridotto

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

Il test di riduzione del nitrato pud essere usato come supporto diagnostico nell'identificazione di batteri. Per un’identificazione
completa, € necessario eseguire altri test biochimici e sierologici utilizzando colture pure. Per ulteriori informazioni, consultare la
documentazione appropriata.2:3.5

| dischi di nitrato possono assumere una colorazione nocciola dovuta a emolisi e/o metabolismo qundo si testano organismi a
crescita rapida. L'aggiunta di reagenti per test pud non determinare alcuna variazione cromatica oppure generarne soltanto una
leggera. In caso di reazione di questo tipo, si consiglia di adottare qualche altro mezzo di test del nitrato (provetta).!

E possibile che gli organismi che determinano crescite leggere o non confluenti non riescano a produrre una nitrato reduttasi di
qualita sufficiente e diano risultati di test negativi.

Usare soltanto colture fresche. Reincubare colture che non producono crescita o ne generano una mediocre, prima dell’aggiunta
dei reagenti.’




PRESTAZIONI METODOLOGICHE

Prima della spedizione, vengono testati tutti i lotti di dischi BD BBL Taxo Differentiation Discs Nitrate per verificarne le
caratteristiche specifiche. Piastre di BD Trypticase Soy Agar con sangue di montone al 5% vengono inoculate mediante tampone
con colture di Clostridium difficile (ATCC 9689), Propionibacterium acnes (ATCC 11827) e Veillonella parvula (ATCC 10790). |
campioni vengono posti sulle piastre inoculate e incubati a 35 + 2 °C in anaerobiosi. Dopo 48 h, le piastre vengono tolte
dall'incubazione e sul disco vengono dispensate una goccia di Reagente Nitrato A (acido solfonilico) e una goccia di Reagente
Nitrato B (N,N-dimetil-a-naftilamina). Entro 3 - 5 min, i dischi vengono esaminati per verificare lo sviluppo di una colorazione rossa.
In caso di risultati negativi (nessuna variazione cromatica), una piccola quantita di Reagente Nitrato C (polvere di zinco) viene
dispensata direttamente sul disco. Dopo 10 min, i dischi vengono nuovamente esaminati. L'assenza di variazione cromatica sul
disco indica una reazione positiva. P. acnes e V. parvula riducono il nitrato e generano una reazione positiva. C. difficile non riduce
il nitrato e genera una reazione negativa (colorazione rosa-rossa) dopo I'aggiunta della polvere di zinco.

DISPONIBILITA

N° di cat. Descrizione

231734 Dischi Nitrato BD BBL Taxo per differenziazione
261197 BD BBL Reagente Nitrato A.

261198 BD BBL Reagente Nitrato B

261207 BD BBL Reagente Nitrato C

BIBLIOGRAFIA: Vedere “References” nel testo inglese.

Assistenza e supporto tecnico: rivolgersi al rappresentante locale BD o visitare il sito www.bd.com.

& BD Discos de nitrato Taxo para diferenciacién

Espariol
USO PREVISTO

Los discos de nitrato BD BBL Taxo para diferenciacion se utilizan para detectar la actividad de la nitrato reductasa de los
organismos anaerobios en la prueba de reduccion de nitrato.

RESUMEN Y EXPLICACION

La prueba de discos de nitrato, desarrollada por primera vez por Wideman et al.,! es un procedimiento cualitativo rapido para
determinar la capacidad de reducir nitrato a nitrito de las bacterias anaerobias. La prueba de discos de nitrato se recomienda para
usarla en la diferenciacion e identificacion de bacterias anaerobias'—4.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

La prueba de reduccion de nitrato detecta la capacidad de las bacterias de utilizar nitrato como el ultimo aceptor de electrones en
la cadena respiratoria4. En esta reaccion, el nitrato se reduce a nitrito, que entonces puede reducirse ain mas a nitrégeno
gaseoso o amoniaco’4. La reduccion del nitrato a nitrito se detecta por la adicion de acido sulfanilico y N,N-dimetil-a.-naftilamino,
que se combinan con el nitrito para formar un compuesto de color rojo, el p-sulfobenzeno-azo-a-naftilamino (indicando una prueba
positiva). Si no se produce un cambio de color después de afadir los reactivos (reaccién negativa), se afiade zinc en polvo para
determinar si esta presente nitrato no reducido u otros productos aparte del nitrito (es decir, amoniaco, nitrégeno, éxido nitrico,
hidroxilamino). Si el nitrato ha sido reducido hasta formar productos finales mas simples que el nitrito, los iones de zinc no
produciran un cambio de color (resultado positivo). Las reacciones zinc positivas y nitrito negativas son una indicacién presunta de
que el nitrato ha sido reducido hasta formar productos finales mas simples que el nitrito’4.

REACTIVOS

Los discos de nitrato BD BBL Taxo para diferenciacion son discos de papel que llevan impresas las letras NIT y estan
impregnados de una solucién que contiene 40% de nitrato potasico y 0,1% de molibdato sédico.

Advertencias y precauciones:

Para uso diagnéstico in vitro.

Siga el procedimiento de laboratorio que ha sido establecido para la manipulacion y desecho de materiales infecciosos.
Instrucciones para el almacenamiento: Conserve los discos de nitrato BD BBL Taxo para diferenciacion a 2-8 °C.

La fecha de caducidad es vigente para el producto cuando éste esta envasado en su recipiente intacto y ha sido conservado
segun las instrucciones.

Deterioro del producto: No utilice el producto si no cumple las especificaciones de identidad y rendimiento.
RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Recoja las muestras en recipientes estériles o utilizando torundas estériles y transpértelas inmediatamente al laboratorio segun las
pautas recomendadas2.3.5.

Prepare cada muestra utilizando los procedimientos apropiados para dicha muestra?.3.5

PROCEDIMIENTO
Material suministrado: Discos de nitrato BD BBL Taxo para diferenciacion.

Materiales necesarios pero no suministrados: Reactivo de nitrato A (acido sulfanilico), reactivo de nitrato B (N,N-dimetil-o--
naftilamino), reactivo de nitrato C (zinc en polvo), pinzas, asa o aguja de inoculacién, frasco o camara anaerobia, quemador de
Bunsen o incinerador, placas de agar sangre reducida y estufa de (35 °C) y organismos para el control de calidad.

Procedimiento de analisis:
Prueba de reduccion del nitrato
1. Siembre una placa de agar sangre reducida con el organismo a analizar para obtener una capa de crecimiento confluyente.

2. Utilizando una técnica aséptica, coloque un disco de nitrato BD BBL Taxo en el centro de la zona inoculada y, utilizando las
pinzas esterilizadas por llama y enfriadas, presione suavemente sobre el disco para ponerlo en contacto con el medio.

3. Invierta e incube las placas en condiciones anaerobias a 35 + 2 °C durante 40—48 h.

4. Saque las placas de incubacion y afiada al disco una gota de reactivo de nitrato A (4cido sulfanilico) y reactivo de nitrato B
(N,N-dimetil-a-naftilamino).

5. Inspeccione el disco para detectar la presencia de color rojo dentro de 3-5 min.

6. Silos resultados son negativos (no se presenta color), confirme el hallazgo negativo rociando una pequefia cantidad de
reactivo de nitrato C (zinc en polvo) sobre el disco.

7. Inspeccione el disco para detectar la presencia de color entre rosa y rojo a los 5-10 min.
Control de calidad por parte del usuario:

Especificaciones de la identidad — Discos de papel redondos de 6 mm, de color blanco sucio (marfil), con NIT impreso en
ambos lados.

Respuesta del cultivo — Coloque los discos de nitrato ] Reaccion de
BD BBL Taxo para diferenciacion sobre placas de agar Olaanismo alce reduccion del nitrato
sangre densamente inoculadas con los organismos a Propionibacterium acnes 11827 .

analizar. Incube las placas en condiciones anaerobias a

35 + 2 °C durante 40—48 h o durante mas tiempo si fuera Clostridium difficile 9689 -

necesario para obtener un buen crecimiento. Use el reactivo
de nitrato Ay el reactivo de nitrato B para indicar una reaccion.
El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o nacional, a los requisitos de los organismos de
acreditacion y a los procedimientos estandar de control de calidad del laboratorio. Se recomienda consultar las instrucciones de
CLSI y normativas de CLIA correspondientes para obtener informacion acerca de las practicas adecuadas de control de calidad.

RESULTADOS

Procedimiento Observacion Interpretacion de la reaccion

Presencia de color rojo Positiva — nitrato reducido
Adicién de reactivos de

nitrato Ay B al disco Ausencia de cambios de color Presunt‘amente negativa — nitrato sin rle(liucir
o reducido a productos que no sean nitrito

Adicion de reactivo de Presencia de color entre rosa y rojo Negativa — nitrato no reducido

nitrato C (zinc en polvo) al - - - - -

disco de prueba negativo Ausencia de cambios de color Positiva — nitrato reducido

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La prueba de reduccion del nitrato puede ser utilizada como una ayuda diagnéstica en la identificacion de bacterias. Se deben
realizar pruebas bioquimicas y serolégicas adicionales para hacer una identificacion completa. Para obtener mas informacion,
consulte las referencias apropiadas?2:3.5.

Los organismos de crecimiento rapido analizados pueden originar un color tostado en los discos de nitrato como resultado de la
hemodlisis y/o metabolismo. La adicién de los reactivos analiticos puede producir cambios de color muy sutiles o ningiin cambio
de color. En el caso de ocurrir esta reaccién, se recomienda utilizar otro método para analizar la reduccion de nitrato (tubo

de ensayo)’.

Los organismos que originan un crecimiento ligero o no confluyente pueden fallar en la produccién de una cantidad suficiente de
nitrato reductasa y originar resultados de prueba negativos.

Se deben utilizar sélo cultivos frescos. Los cultivos que producen poco o ningun crecimiento deben volver a incubarse antes de
anadir reactivos!.



CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Antes de su lanzamiento al mercado, todos los BD BBL Taxo Differentiation Discs Nitrate se analizan para verificar las
caracteristicas especificas del producto. Se inoculan placas de agar de soja BD Trypticase con sangre de carnero al 5% mediante
torunda con cultivos de Clostridium difficile (ATCC 9689), Propionibacterium acnes (ATCC 11827) y Veillonella parvula (ATCC
10790). Las muestras se colocan en las placas inoculadas y se incuban a 35 + 2 °C en atmoésfera anaerobia. Después de 48 h,
las placas se retiran de la incubacion y se afiade al disco una gota (de cada uno) de Reactivo A Nitrato (acido sulfalnilico) y
Reactivo B Nitrato (N,N-dimetil-a-naftilamina). Se examinan los discos para determinar la aparicion de color rojo a los 3 - 5 min. Si
los resultados iniciales son negativos (sin cambio de color), se afiade una pequefia cantidad de Reactivo C Nitrato (polvo de zinc)
directamente al disco. Se examinan nuevamente los discos después de 10 min. Se indica una reaccion positiva por la ausencia de
cambio de color en el disco. P. acnes y V. parvula reducen el nitrato y dan una reaccion positiva. C. difficile no reduce el nitrato y
da una reaccion negativa (color de rosa a rojo) después de la adicién de polvo de zinc.

DISPONIBILIDAD

N° de cat. Descripcion

231734 Discos de nitrato BD BBL Taxo para diferenciacion
261197 BD BBL Reactivo de nitrato A

261198 BD BBL Reactivo de nitrato B

261207 BD BBL Reactivo de nitrato C

BIBLIOGRAFIA: Ver “References” en el texto en inglés.

Servicio técnico: péngase en contacto con el representante local de BD o visite www.bd.com.
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