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Nitrocefin Solution

SR0112C

Intended Use

Nitrocefin Solution (SR0112C) is a reagent for the rapid detection of beta-lactamase production in microorganisms.
Nitrocefin Solution (SR0112C) is intended to be used in a diagnostic workflow to aid clinicians in determining potential
treatment options for patients suspected of being infected with microorganisms which possess beta-lactamase activity.
The device is for professional use only, is not automated, nor is it a companion diagnostic.

Summary and Explanation

Nitrocefin degradation should be used to give a rapid indication of beta-lactam inactivating systems and the result so
obtained will, in most cases, predict the outcome of susceptibility tests with beta-lactam anti-microbials. However, it
should not entirely replace conventional susceptibility testing as other factors also influence the results of such tests, and
on occasion intrinsic resistance to beta-lactam antimicrobials has not been correlated with production of beta-lactamase?.
Nitrocefin degradation has been found to be highly efficient in detecting beta-lactamase producing isolates of Neisseria
gonorrhoeae?,, Haemophilus influenzae?4,5,% and staphylococci®®.

Excellent results have also been obtained with certain anaerobic bacteria, notably with Bacteroides species®®°. It should
be emphasized that the efficacy of the Nitrocefin tests in predicting the beta-lactam susceptibilities of other micro-
organisms is at present unproven. Another chromogenic cephalosporin, PADAC (Hoechst-Roussel) was not as effective
as Nitrocefin in detecting staphylococcal beta- lactamase’.

Principle of Method

Nitrocefin is the chromogenic cephalosporin. This compound exhibits a rapid distinctive colour change from yellow (max at
pH 7.0 = 390nm) to red (max at pH 7.0 = 486nm) as the amide bond in the beta-lactam ring is hydrolysed by a beta-
lactamase, it is sensitive to hydrolysis by all known lactamases produced by Gram-positive and Gram-negative bacteria.
This characteristic reaction forms the basis of several methods suitable for diagnostic use.

Typical Formula
SR112A (Rehydration Fluid)
Phosphate buffer 1.9ml
Dimethylsulphoxide 0.1ml

SRO0112B (Nitrocefin)
Nitrocefin 1.0 mg/l

Materials Provided
5 vials lyophilized nitrocefin (1mg) (SR0112B) and 5 vials rehydrating fluid (2mL) (SR112A).

Materials Required but Not Supplied
Inoculated media

Glass slides

Incubator

Inoculating loop

Sonicator

Whatman No. 1 filter paper disc
Petri dish

Storage
« Store product in its original packaging between -20°C and 8°C.
When prepared, the solution may be stored at -20°C for up to two weeks.
Keep container tightly closed.
The product may be used until the expiry date stated on the label.
Protect from moisture.
Store away from light.
Allow reconstituted product to equilibrate to room temperature before use.

Warnings and Precautions
. IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and water.
. If skin irritation or rash occurs: Get medical advice/attention.

Page 1 of 40
MBD-BT-IFU-0705


http://www.thermofisher.com/

Thermo

SCIENTIFIC

IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact lenses i

In case of inadequate ventilation wear respiratory protection.

IF INHALED: Remove person to fresh air and keep at rest in a position comfortable for breathing.
If experiencing respiratory symptoms: Calla POISON CENTER or doctor/physician

Avoid release to the environment.

DO NOT USE SUPPLEMENTS IF YOU ARE PREGNANT OR CONTEMPLATING PREGNANCY.
Each vial is for single use. Do not re-use.

For in vitro diagnostic use only.

For professional use only.

Inspect the product packaging before first use.

Do not use the product if there is any visible damage to the packaging or vials.

Do not use the product beyond the stated expiry date.

Do not use the device if signs of contamination are present.

Do not use the device if the colour has changed or there are other signs of deterioration.

It is the responsibility of each laboratory to manage waste produced according to their nature and degree of hazard and to
have them treated or disposed of in accordance with any federal, state and local applicable regulations. Directions should
be read and followed carefully. This includes the disposal of used or unused reagents as well as any other contaminated
disposable material following procedures for infectious or potentially infectious products.

Refer to the Safety Data Sheet (SDS) for safe handling and disposal of the product (www.thermofisher.com).

Serious Incidents

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

Specimen Collection, Handling and Storage There are no specimen collection and/or transport materials
provided with this device. Specimens should be collected and handled following local recommended guidelines, such
as the UK Standards for Microbiology Investigations (UK SMI) Q 5.

Procedure
Reconstitution
. Allow supplement to equilibrate to room temperature before use.
. Reconstitute the contents of one vial of lyophilised Nitrocefin SR0112B by adding the entire contents (2ml) of

one vial of rehydration fluid SR112A. This yields a working Nitrocefin solution of 500mg/ml, (approx 10-3 M)
suitable for most applications

Direct Plate Method
. Add one drop of the Nitrocefin solution on to the surface of the colony. If the isolate is a high beta-lactamase
producer then the colony and the surrounding area will quickly turn red. To detect a weak beta-lactamase
producer the plate should then be incubated for 30 minutes before being reported as negative.

Slide Method
. Add one drop of the Nitrocefin solution onto a clean glass slide.
. Using a sterile loop, pick one colony from the plate and emulsify into the Nitrocefin drop. Report as positive if the

colour changes from yellow to red within 30 minutes (protect the slide from desiccation during the waiting period).

Broth Method
. Add four drops of Nitrocefin solution to 1ml of the grown culture. Report as positive if the colour changes to red
within 30 minutes.

Broken Cell Method
. Sonicate 1ml of the culture in order to break open the cells. Add 4 drops of Nitrocefin solution. Report as positive
if the colour changes to red within 30 minutes.

Paper Disc Spot Test
. A Whatman No.1 filter paper disc (diameter 7cm) is placed in a petri dish and impregnated with Nitrocefin solution
(0-5ml). This impregnated paper is generally usable for one day but should be kept away from light to avoid
spontaneous degradation.

. An isolated colony is applied to the impregnated paper with a loop; a pink to red reaction developing within 15
minutes indicates beta-lactamase presence.

. Detection of beta-lactamase activity on gels

. beta-lactamase activities from bacterial cells and the technique for analytical iso-electric

. focusing have been described by Matthew et alll The developed gels are stained by applying Whatman No.54

paper impregnated with the Nitrocefin solutionl!. Focused bands in the gel with beta-lactamase activity appear
pink on a yellow background.

. Determination of beta-lactamase activity by spectrophotometric assay. The working solution of Nitrocefin
(500ug/ml) is diluted tenfold in buffer (0.1M phosphate; 1mM EDTA, pH 7.0). Spectrophotometric assays for
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beta-lactamase are carried out measuring changes in wavelength at 486nm. The molar extinction coefficient of
Nitrocefin at this wavelength is 20,500. Test samples of the finished product for performance with control
cultures.

Bibliography
1. Public Health England. 2018. “Identification of Campylobacter Species.” UK Standards for Microbiology
Investigations.

Symbol Legend

Symbol Definition

Catalogue number

In Vitro Diagnostic
Medical Device

Batch code

Temperature limit

Use-by date

Keep away from
sunlight

Do not re-use

Consult instructions for use
or consult electronic
instructions for use

W Contains sufficient for

<n> tests

Do not use if packaging
damaged and consult
instructions for use

Manufacturer

Authorized

representative in the

European Community/
European Union

European Conformity
Assessment

UK Conformity
Assessment

Unique device

identifier
Made in the Made in the United
United Kingdom Kingdom

Importer - To indicate

the entity importing the
medical device into
the locale. Applicable

to the European Union
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Zamyslené pouziti

Nitrocefin Solution (SR0112C) je reagencie pro rychlou detekci produkce beta-laktaméazy v mikroorganismech. Nitrocefin
Solution (SR0112C) je uréen k pouZiti v diagnostickém pracovnim postupu, ktery ma pomoci Iékartm pfi uréovani
potencialnich moznosti IéCby pro pacienty s podezienim na infekci mikroorganismy, které maiji beta-laktamazovou aktivitu.
Prostfedek je uréen pouze pro profesionalni pouziti, neni automatizovany a neni uréen pro doprovodnou diagnostiku.

Shrnuti a vysvétleni

Degradace nitrocefinu by méla byt pouzita k rychlé indikaci beta-laktamovych inaktivaénich systéml a takto ziskany
vysledek bude ve vétSiné pfipadu predpovidat vysledek testu citlivosti s beta-laktamovymi antimikrobialnimi latkami.
Nemél by vSak zcela nahradit konvenéni testovani citlivosti, protoZe vysledky takovych testt ovliviiuji i jiné faktory a obcas
vnitfni rezistence v(¢i beta-laktamovym antimikrobialnim latkdm nekorelovala s produkci beta-laktaméazy®. Bylo zjisténo,
%e degradace nitrocefinu je vysoce uginna pfi detekci izolatd produkujicich beta-laktaméazu Neisseria gonorrhoeae??,
Haemophilus influenzae®**® a stafylokoky®®.

Vynikajicich vysledka bylo také dosaZeno s urgitymi anaerobnimi bakteriemi, zejména s druhy Bacteroides®®°. Je tfeba
zdlraznit, Ze ucinnost testl na nitrocefin pfi predikci citlivosti jinych mikroorganisml na beta-laktam je v souasnosti
neprokazana. Dal§i chromogenni cefalosporin PADAC (Hoechst-Roussel) nebyl tak Gcinny jako nitrocefin pfi detekci
stafylokokové beta-laktamazy’.

Princip metody

Nitrocefin je chromogenni cefalosporin. Tato slouc¢enina vykazuje rychlou vyraznou zménu barvy ze Zluté (max pfi pH 7,0
=390 nm) na &ervenou (max. pfi pH 7,0 = 486 nm), protoze amidova vazba v beta-laktamovém kruhu je hydrolyzovana
beta-laktaméazou, je citliva na hydrolyza vSemi znamymi laktamazami produkovanymi grampozitivnimi a gramnegativnimi
bakteriemi. Tato charakteristicka reakce tvofi zaklad nékolika metod vhodnych pro diagnostické pouziti.

Typické slozeni
SR112A (rehydratacni kapalina)
Fosfatovy pufr 1,9ml
Dimethylsulfoxid 0,1ml

SRO0112B (nitrocefin)
Nitrocefin 1,0 mg/l

Poskytnuté materialy
5 lahvi¢ek lyofilizovaného nitrocefinu (1 mg) (SR0112B) a 5 lahvicek rehydrataéni tekutiny (2 ml) (SR112A).

Potrebny material, ktery neni soucasti dodavky
Inokulovana média

Sklenéné sklicka

inkubator

Inokulaéni klicka

Sonikéator

Kotoug filtraéniho papiru Whatman €. 1

Petriho miska

Skladovani
Produkt v ptivodnim obalu skladuijte pfi teploté od -20 °C do 8 °C.
Pripraveny roztok muze byt skladovan pfi -20 °C po dobu az dvou tydn(.
Uchovavejte nadobu té&sné uzavrenou.
Produkt Ize pouzivat do data pouzitelnosti uvedeného na Stitku.
Chrarite pfed vlhkosti.
Chrarite pred svétlem.
Pred pouzitim nechte rekonstituovany produkt dosahnout pokojové teploty.

Page 5 of 40
MBD-BT-IFU-0705


http://www.thermofisher.com/

Thermo

SCIENTIFIC
Upozornéni a bezpecnostni opatieni
PRI STYKU S KUZI: Umyijte velkym mnozstvim vody a mydia.
Pokud dojde k podrazdéni kiize nebo vyrazce: Vyhledejte Iékafskou pomoc/radu.
POKUD V OCICH: Nékolik minut opatrné oplachuijte vodou. Vyjméte kontaktni éocky
V pfipadé nedostate¢ného vétrani pouzivejte ochranu dychacich cest.
PRI VDECHNUTI: Pfeneste osobu na &erstvy vzduch a ponechte ji v klidu v poloze usnadfiujici dychani.
Pokud mate respiraéni pfiznaky: Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo Iékafe
Zabranite uvolnéni do Zivotniho prostfedi.
NEPOUZIVEJTE DOPLNKY, POKUD JSTE TEHOTNA NEBO O TEHOTENSTVI UVAZUJETE.
Kazda lahvicka je na jedno pouziti. Nepouzivejte opakované.
Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.
Pouze pro profesionalni pouziti.
PFed prvnim pouzitim zkontrolujte obal produktu.
Nepouzivejte produkt, jsou-li obal nebo misky viditelné poskozené.
Nepouzivejte produkt po uplynuti uvedeného data pouzitelnosti.
Jsou-li zjevné znamky kontaminace, produkt nepouzivejte.
Jsou-li patrné zmény barvy nebo jiné znamky degradace, produkt nepouzivejte.

Je odpovédnosti kazdé laboratofe nakladat s vyprodukovanym odpadem v souladu s jeho povahou a stupném nebezpedi
a zpracovat ho nebo zlikvidovat v souladu s federalnimi, statnimi a mistnimi platnymi predpisy. Prostudujte si navod
a pfesné ho dodrzujte. To zahrnuje likvidaci pouzitych nebo nepouzitych reagencii i jakéhokoli jiného kontaminovaného
jednorazového materialu v souladu s postupy pro infekéni nebo potencialné infekéni produkty.

Informace o bezpe¢né manipulaci a likvidaci produktu naleznete v bezpecnostnim listu materidlu (SDS)

(www.thermofisher.com).

Zavazné udalosti

Kazda zavazna udalost, ke které doslo v souvislosti s prostfedkem, se musi nahlasit vyrobci a pfislusnému spravnimu
organu, ve kterém je uzivatel a/nebo pacient usazen.

Odbér vzorkl, manipulace a skladovani S timto prostredkem nejsou dodavany zadné materialy pro odbér vzork(
anebo transport. Vzorky je tfeba odebirat a manipulovat s nimi podle doporu¢enych mistnich pokyn(, jako jsou britské
standardy pro mikrobiologicka vySetfeni (UK SMI) Q 5.

Postup
Rekonstituce
. Pred pouzitim nechte doplnék dosahnout pokojové teploty.
. Rekonstituujte obsah jedné lahvicky s lyofilizovanym nitrocefinem SR0112B pfidanim celého obsahu (2 ml) jedné
lahvicky s rehydrata¢ni tekutinou SR112A. Tim se ziska pracovni roztok nitrocefinu 500 mg/ml (pfiblizné 10-3 M)
vhodny pro vétSinu aplikaci

Metoda piimé desticky
. Pridejte jednu kapku roztoku nitrocefinu na povrch kolonie. Pokud je izolat vysokym producentem beta-laktamazy,
kolonie a okolni oblast rychle z&ervena. Pro detekci slabého producenta beta-laktamazy by méla byt desticka
inkubovana po dobu 30 minut, nez bude oznacena jako negativni.

Metoda sklicka
. Pridejte jednu kapku roztoku nitrocefinu na Gisté skli¢ko.
. Pomoci sterilni klicky odeberte jednu kolonii z desti¢ky a emulgujte ji do kapky nitrocefinu. Hlaste jako pozitivni,
pokud se barva zméni ze Zluté na ¢ervenou do 30 minut (b&hem Eekaci doby chrarite sklicko pfed vysusenim).

Metoda bujénu
. Pridejte Ctyfi kapky roztoku nitrocefinu do 1 ml vypéstované kultury. Pokud se barva do 30 minut zméni na
Eervenou, hlaste jako pozitivni.

Metoda narusenych bunék
. Sonikujte 1 ml kultury, aby se narusily buriky. Pfidejte 4 kapky roztoku nitrocefinu. Pokud se barva do 30 minut
zméni na ¢ervenou, hlaste jako pozitivni.

Test skvrn na kotougi filtraéniho papiru
. Kotoué filtraéniho papiru Whatman €. 1 (prdmeér 7 cm) se umisti do Petriho misky a impregnuje se roztokem
nitrocefinu (0-5 ml). Tento impregnovany papir je obecné pouzitelny jeden den, ale mél by byt chranén pred
svétlem, aby se zabranilo spontanni degradaci.

. Na impregnovany papir se smyckou se nanese izolovana kolonie; rizova az Cervena reakce vyvijejici se
béhem 15 minut naznacuje pritomnost beta-laktamazy.

. Detekce beta-laktamazové aktivity na gelech

. Beta-laktamazové aktivity z bakterialnich bunék a techniku pro analytické izoelektrické zaostfovani popsal

Matthew et al. 11 Vyvinuté gely se barvi nanesenim papiru Whatman No.54 impregnovaného roztokem
Nitrocefinu11. Zaostfené prouzky v gelu s beta-laktamazovou aktivitou se jevi jako riizové na Zlutém pozadi.
. Stanoveni beta-laktamazové aktivity spektrofotometrickym stanovenim. Pracovni roztok nitrocefinu (500
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ug/ml) se desetkrat zfedi v pufru (0,1 M fosfatu; 1 mM EDTA, pH 7,0). Spektrofotometrické testy na
beta-laktamazu se provadéji mérenim zmén vinové délky pfi 486 nm. Molarni extinkéni koeficient

nitrocefinu pfi této vinové délce je 20 500. Testujte vzorky kone¢ného produktu na ucinnost s
kontrolnimi kulturami.

Literatura
1. Public Health England. 2018. “Identification of Campylobacter Species.” UK Standards for Microbiology
Investigations.

Symbolové legenda

Symbol Definition

Katalogové ¢islo
Diagnosticky
zdravotnicky

prostredek in vitro

HlE

=
o
ml

Koéd davky

Teplotni limit

Spotrebujte do data

Chrarite pred
slune¢nim zafenim

Nepouzivejte
opakované

Podivejte se do navodu
k pouziti nebo do
elektronického navodu
K pouZiti.

Obsahuje dostatecné
mnozstvi pro testy <n>

Nepouzivejte, pokud je obal
poskozen, a prectéte
si navod k pouziti.

Vyrobce

Autorizovany zastupce
v Evropském
spolecenstvi/Evropské
unii

Evropské posuzovani
shody

Posuzovani shody ve
Spojeném kralovstvi

Jedinecny identifikator

g2 me< Bepd=

prostiedku
Made in the Vyrobeno ve
United Kinadom Spojeném kralovstvi

Dovozce — Oznaceni entity

importujici zdravotnicky
prostfedek do narodniho
prostfedi. Plati pro
Evropskou unii
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Page 8 of 40
MBD-BT-IFU-0705



Thermo

SCIENTIFIC

www.thermofisher.com

Nitrocefin Solution
SR0112C

Tilsigtet anvendelse

Nitrocefin Solution (SR0112C) er et reagens til hurtig pavisning af beta-lactamase-produktion i mikroorganismer. Nitrocefin
Solution (SR0112C) er beregnet til en diagnostisk arbejdsgang for at hjeelpe klinikere med at bestemme potentielle
behandlingsmuligheder for patienter, der misteenkes for at veere inficeret med mikroorganismer med beta-lactamase-
aktivitet. Enheden er kun til professionel brug, er ikke automatiseret og heller ikke beregnet til ledsagende diagnosticering.

Resumé og forklaring

Nitrocefinnedbrydning bgr anvendes til en hurtig indikation af beta-lactam-deaktiverende systemer, og det opnaede
resultat vil i de fleste tilfeelde forudsige resultatet af falsomhedstests med beta-lactam-antimikrobielle stoffer. Den begr dog
ikke helt erstatte konventionel falsomhedstest, da andre faktorer ogsa pavirker resultaterne af sddanne tests, og til tider er
iboende resistens over for beta-lactam-antimikrobielle stoffer ikke blevet korreleret med produktion af beta-lactamase®.
Nitrocefinnedbrydning har vist sig at veere yderst effektiv til at pavise beta-lactamase-producerende isolater af Neisseria
gonorrhoeae??® Haemophilus influenzae?56 og stafylokokker®®.

Der er ogsd opndet fremragende resultater med visse anaerobe bakterier, iseer med Bacteroides-arter®%10, Det skal
understreges, at effektiviteten af nitrocefintestene til forudsigelse af andre mikroorganismers fglsomhed over for beta-
lactam pa nuveerende tidspunkt ikke er bevist. Et andet kromogent cephalosporin, PADAC (Hoechst-Roussel), var ikke lige
sa effektivt som Nitrocefin til at pavise stafylokok-beta-lactamase’.

Metodens principper

Nitrocefin er det kromogene cephalosporin. Denne forbindelse udviser en hurtig og markant farvesendring fra gul (maks.
ved pH 7,0 = 390 nm) til red (maks. ved pH 7,0 = 486 nm), da amidbindingen i beta-lactamringen hydrolyseres af en beta-
lactamase, den er fglsom over for hydrolyse af alle kendte laktamaser, som produceres af grampositive og gramnegative
bakterier. Denne karakteristiske reaktion danner grundlag for flere metoder, der er egnede til diagnostisk brug.

Typisk formel
SR112A (Rehydreringsvaeske)
Fosfatbuffer 1,9ml
Dimethylsulfoxid 0,1 ml

SR0112B (Nitrocefin)
Nitrocefin 1,0 mg/l

Leverede materialer
5 heetteglas frysetgrret nitrocefin (1 mg) (SR0112B) og 5 heetteglas rehydrerende veeske (2 ml) (SR112A).

Ngdvendige materialer, som ikke medfglger
Inokulerede medier

Objektglas

Inkubator

Inokuleringslgkke

Sonikator

Whatman nr. 1 filterpapirskive

Petriskal

Opbevaring
Opbevar produktet i den originale emballage mellem -20 °C og 8 °C.
Nar oplgsningen er klargjort, kan den opbevares ved -20 °C i op til to uger.
Hold beholderen teet lukket.
Produktet kan bruges indtil den udlgbsdato, der star pa etiketten.
Beskyt mod fugt.
Opbevares veek fra lys.
Lad rekonstitueret produkt opnd stuetemperatur fer brug.

Advarsler og forholdsregler
. VED KONTAKT MED HUDEN: Vask med rigeligt seebe og vand.
. Ved hudirritation eller udsleet: Sag leegehjeelp.
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VED @IENKONTAKT: Skyl forsigtigt @jnene i vand i flere minutter. Fjern kontaktlinser.

Brug &ndedraetsveern ved utilstraekkelig ventilation.

VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft, og sgrg for, at vejrtraekningen lettes.
Hvis der opleves luftvejssymptomer: Ring til GIFTLINJEN eller en lzege

Undgé udledning til miljget.

BRUG IKKE SUPPLEMENTER, HVIS DU ER GRAVID ELLER OVERVEJER GRAVIDITET.
Hvert heetteglas er til engangsbrug. M& ikke genbruges.

Kun til in vitro-diagnostisk brug.

Kun til professionel brug.

Efterse produktets emballage, fer det bruges fgrste gang.

Brug ikke produktet, hvis der er synlige skader p& emballage eller heetteglas.

Brug ikke produktet efter den anferte udlgbsdato.

Brug ikke anordningen, hvis der er tegn p& kontaminering.

Brug ikke anordningen, hvis farven er gendret, eller der er andre tegn pa nedbrydning.

Det er hvert laboratoriums ansvar at handtere produceret affald i overensstemmelse med dets art og grad af fare og at f&
det behandlet eller bortskaffet i overensstemmelse med alle geeldende faderale, statslige og lokale regler. Vejledninger
skal leeses og folges omhyggeligt. Dette omfatter bortskaffelse af brugte eller ubrugte reagenser samt ethvert andet
kontamineret engangsmateriale i henhold til procedurer for infektigse eller potentielt infektigse produkter.

Se sikkerhedsdatabladet (SDS) for sikker handtering og bortskaffelse af produktet (www.thermofisher.com).

Alvorlige heendelser
Alle alvorlige haendelser, der opstar i forbindelse med anordningen, skal rapporteres til fremstilleren og den relevante
myndighed, hvor brugeren og/eller patienten er bosiddende.

Prgveindsamling, handtering og opbevaring

Der leveres ingen preveindsamlings- og/eller transportmaterialer med denne enhed. Praver skal indsamles og handteres i
overensstemmelse med lokale anbefalede retningslinjer sdsom UK Standards for Microbiology Investigations (UK SMI) Q
5.

Procedure
Rekonstituering
. Lad supplementet opna stuetemperatur far brug.
. Rekonstituer indholdet af et heaetteglas med frysetarret Nitrocefin SR0112B ved at tilsaette hele indholdet (2 ml) af
et heetteglas med rehydreringsveeske SR112A. Dette giver en fungerende nitrocefinoplgsning pa 500 mg/ml, (ca.
10-3 M), der egner sig til de fleste formal

Direkte udpladningsmetode
. Tilszet en drabe af Nitrocefin Solution pa koloniens overflade. Hvis isolatet er en hgj beta-lactamase-producent, vil
kolonien og det omkringliggende omrade hurtigt blive redt. For at pavise en svag beta-lactamase-producent skal
pladen derefter inkuberes i 30 minutter, for den rapporteres som negativ.

Objektglasmetode
. Tilsaet en drébe af Nitrocefin Solution p& et rent objektglas.
. Brug en steril slgjfe, veelg en koloni fra pladen, og emulger i nitrofecindraben. Rapportér som positiv, hvis farven
skifter fra gul til rad inden for 30 minutter (beskyt objektglasset mod udtarring i venteperioden).

Bouillonmetode
. Tilszet fire draber Nitrocefin Solution til 1 ml af den dyrkede kultur. Rapportér som positiv, hvis farven skifter til red
inden for 30 minutter.

Brudt celle-metode

. Sonikér 1 ml af kulturen for at bryde cellerne op. Tilszet 4 dréber Nitrocefin Solution. Rapportér som positiv, hvis
farven skifter til red inden for 30 minutter.

Papirskive-plettest

. En Whatman nr. 1-filterpapirskive (diameter 7 cm) anbringes i en petriskdl og impreegneres med Nitrocefin
Solution
(0-5 ml). Dette impraegnerede papir er generelt brugbart i en dag, men bgr holdes vaek fra lys for at undga spontan
nedbrydning.

. En isoleret koloni péferes det impraegnerede papir med en slgjfe. En lysered til rad reaktion udvikler sig inden for
15 minutter og indikerer forekomst af beta-lactamase.

. Pavisning af beta-lactamase-aktivitet p& geler. Metoder til fremstilling af ekstrakter indeholdende beta-lactamase-

aktiviteter fra bakterieceller og teknikken til analytisk iso-elektrisk fokusering er blevet beskrevet af Matthew et
al.ll pe udviklede geler farves ved at pafgre Whatman No.54-papir, der er impraegneret med Nitrocefin
Solution1, Fokuserede b&nd i gelen med beta-lactamase-aktivitet fremstar lysergde p& en gul baggrund.
. Bestemmelse af beta-lactamase-aktivitet med spektrofotometrisk analyse. Arbejdsoplgsningen af Nitrocefin
(500 pg/ml) fortyndes ti gange i buffer (0,1 M fosfatm 1 mM EDTA, pH 7,0). Spektrofotometriske analyser for beta-
Page 10 of 40
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lactamase udferes ved at male endringer i balgeleengde ved 486 nm. Den molzere ekstinktionskoefficient for
Nitrocefin ved denne bglgeleengde er 20.500. Test praver af det faerdige produkt for ydeevne med kontrolkulturer.

Litteratur

1. Public Health England. 2018. "Identification of Campylobacter Species." UK Standards for Microbiology
Investigations.
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Nitrocefin Solution

SR0112C

Verwendungszweck

Nitrocefin Solution (SR0112C) ist ein Reagenz zum schnellen Nachweis der Beta-Lactamase-Produktion in
Mikroorganismen. Nitrocefin Solution (SR0112C) ist zur Verwendung in einem diagnostischen Arbeitsablauf vorgesehen,
um Kliniker bei der Bestimmung potenzieller Behandlungsoptionen fiir Patienten zu unterstiitzen, bei denen der Verdacht
besteht, dass sie mit Mikroorganismen infiziert sind, die Beta-Lactamase-Aktivitat besitzen. Das Produkt ist nur fir den
professionellen Gebrauch bestimmt, es ist nicht automatisiert und es ist auch kein Begleitdiagnostikum.

Zusammenfassung und Erlauterung

Der Nitrocefin-Abbaus gibt einen raschen Hinweis auf Beta-Lactam-inaktivierende Systeme, und das so erhaltene
Ergebnis sagt in den meisten Féllen das Ergebnis von Anfélligkeitstests mit antimikrobiellen Beta-Lactam-Antibiotika
vorher. Es sollte jedoch herkdmmliche Anfalligkeitstests nicht vollstandig ersetzen, da auch andere Faktoren die
Ergebnisse solcher Tests beeinflussen und eine intrinsische Resistenz gegen Beta-Lactam-Antibiotika und die Produktion
von Beta-Lactamase gelegentlich nicht korrelieren. Der Abbau von Nitrocefin hat sich beim Nachweis von Beta-
Lactamase-produzierenden Isolaten von Neisseria gonorrhoeae?® Haemophilus influenzae?+56 und Staphylococci®® als
hocheffizient erwiesen.

Ausgezeichnete Ergebnisse wurden auch mit bestimmten anaeroben Bakterien erzielt, insbesondere mit Bacteroides-
Spezies®*10 Es sollte betont werden, dass die Wirksamkeit der Nitrocefin-Tests zur Vorhersage der Beta-Lactam-Anfalligkeit
anderer Mikroorganismen derzeit nicht bewiesen ist. Ein anderes chromogenes Cephalosporin, PADAC (Hoechst-Roussel),
war beim Nachweis von Staphylokokken-Beta-Lactamase nicht so effektiv wie Nitrocefin?.

Das Prinzip der Methode

Nitrocefin ist das chromogene Cephalosporin. Diese Verbindung zeigt einen schnellen, charakteristischen Farbwechsel
von gelb (max. bei pH 7,0 = 390 nm) nach rot (max. bei pH 7,0 = 486 nm), da die Amidbindung im Beta-Lactam-Ring
durch eine Beta-Lactamase hydrolysiert wird. Nitrocefin ist fiir alle bekannten Lactamasen, die von gram-positiven und
gram-negativen Bakterien produziert werden, empfindlich gegentiber Hydrolyse. Diese charakteristische Reaktion bildet
die Grundlage fir mehrere Verfahren, die fir diagnostische Zwecke geeignet sind.

Typische Formel
SR112A (Rehydrierungsfliissigkeit)
Phosphatpuffer 1,9ml

Dimethylsulfoxid 0,1 ml

SRO0112B (Nitrocefin)
Nitrocefin 1,0 mg/l
Bereitgestellte Materialien
5 Flaschchen lyophilisiertes Nitrocefin (1 mg) (SR0112B) und 5 Flaschchen Rehydrierungsfliissigkeit (2 ml) (SR112A).

Erforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien

. Inokulierte Medien
. Objekttrager
. Inkubator
. Impfose
. Beschaller
. Whatman-Filterpapierpléattchen Nr. 1
. Petrischale
Lagerung
. Lagern Sie das Produkt in der Originalverpackung zwischen -20 °C und 8 °C.
. Die L6sung kann nach der Herstellung bis zu zwei Wochen bei -20 °C gelagert werden.
. Behaltnis dicht geschlossen halten.
. Das Produkt kann bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum verwendet werden.
. Vor Feuchtigkeit schiitzen.
. Vor Licht geschitzt aufbewahren.
. Lassen Sie das rekonstituierte Produkt vor der Verwendung auf Raumtemperatur kommen.
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Warnungen und VorsichtsmaBnahmen

. BEI HAUTKONTAKT: Mit viel Wasser und Seife waschen.

. Wenn Hautreizungen oder Ausschlag auftreten: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe in Anspruch nehmen.

. BEI AUGENKONTAKT: Spiilen Sie einige Minuten lang behutsam mit Wasser nach. Kontaktlinsen entfernen.

. Bei unzureichender Belliftung Atemschutz tragen.

. BEI INHALATION: Bringen Sie die Person an die frische Luft und halten Sie sie in einer Position ruhig, die das
Atmen erleichtert.

. Wenn Sie Atemwegssymptome haben: Rufen Sie ein Giftinformationszentrum oder einen Arzt an.

. Vermeiden Sie die Freisetzung in die Umwelt.

. VERWENDEN SIE KEINE SUPPLEMENTS, WENN SIE SCHWANGER SIND ODER EINE SCHWANGERSCHAFT
IN BETRACHT ZIEHEN.

Jedes Flaschchen ist zum einmaligen Gebrauch bestimmt. Nicht wiederverwenden.

Nur fir die In-vitro-Diagnostik geeignet.

Nur fur den professionellen Gebrauch.

Uberpriifen Sie die Produktverpackung vor dem ersten Gebrauch.

Verwenden Sie das Produkt nicht, wenn es sichtbare Schaden an der Verpackung oder den Flaschchen aufweist.

Verwenden Sie das Produkt nicht nach Ablauf des angegebenen Verfallsdatums.

Verwenden Sie das Produkt nicht, wenn es Anzeichen von Verschmutzung aufweist.

Verwenden Sie das Produkt nicht, wenn sich die Farbe verandert hat oder andere Anzeichen einer
Verschlechterung vorliegen.

Es liegt in der Verantwortung jedes Labors, die anfallenden Abfélle entsprechend ihrer Art und ihres Gefahrdungsgrades

zu behandeln und sie in Ubereinstimmung mit den auf Bundes-, Landes- und lokaler Ebene geltenden Vorschriften zu

behandeln oder zu entsorgen. Die Gebrauchsanweisung sollte sorgféltig gelesen und befolgt werden. Dazu gehért auch

die Entsorgung gebrauchter oder unbenutzter Reagenzien sowie aller anderen kontaminierten Einwegmaterialien gemaf

den Verfahren firr infektiose oder potenziell infektiose Produkte.

Beachten Sie das Sicherheitsdatenblatt (SDB) fir die sichere Handhabung und Entsorgung des Produkts
(www.thermofisher.com).

Schwere Zwischenfélle

Alle schwerwiegenden Vorkommnisse, die im Zusammenhang mit dem Produkt aufgetreten sind, missen dem Hersteller
sowie der zustandigen Aufsichtsbehodrde des Landes, in dem der Benutzer und/oder Patient anséssig ist, gemeldet
werden.

Entnahme, Handhabung und Lagerung von Proben

Diesem Produkt liegt kein Probenentnahme- und/oder Transportmaterial bei. Die Probenentnahme und -behandlung sollte
geman den vor Ort empfohlenen Richtlinien erfolgen, wie z. B. den UK Standards for Microbiology Investigations (UK SMI)
Q5.

Verfahren
Rekonstitution
. Lassen Sie das Supplement vor der Verwendung auf Raumtemperatur kommen.
. Rekonstituieren Sie den Inhalt eines Flaschchens mit lyophilisiertem Nitrocefin (SR0112B), indem Sie den
gesamten Inhalt (2 ml) eines Flaschchens mit Rehydrierungsfliissigkeit (SR112A) hinzufiigen. Dies ergibt eine
Nitrocefin-Arbeitslésung von 500 mg/ml (ca. 10-3 M), die fiir die meisten Anwendungen geeignet ist.

Direkte Plattenmethode
. Geben Sie einen Tropfen der Nitrocefin-Losung auf die Oberflache der Kolonie. Wenn das Isolat ein hoher
Beta-Lactamase-Produzent ist, werden die Kolonie und die Umgebung schnell rot. Um einen schwachen Beta-
Lactamase-Produzenten nachzuweisen, sollte die Platte 30 Minuten lang inkubiert werden, bevor sie als
negativ gemeldet wird.

Objekttrager-Methode
. Geben Sie einen Tropfen der Nitrocefin-Losung auf einen sauberen Objekttrager.
. Nehmen Sie mit einer sterilen Ose eine Kolonie von der Platte und emulgieren Sie sie im Nitrocefin-Tropfen. Als
positiv melden, wenn die Farbe innerhalb von 30 Minuten von gelb nach rot wechselt (Objekttrager wahrend der
Wartezeit vor Austrocknung schiitzen).

Bouillon-Methode
. Fugen Sie vier Tropfen Nitrocefin-Losung in 1 ml der geziichteten Kultur. Als positiv melden, wenn die Farbe
innerhalb von 30 Minuten zu Rot wechselt.

Zellaufschluss-Methode
. Beschallen Sie 1 ml der Kultur, um die Zellen aufzubrechen. Fiigen Sie 4 Tropfen Nitrocefin-Losung hinzu. Als
positiv melden, wenn die Farbe innerhalb von 30 Minuten zu Rot wechselt.

Papierplattchen-Spot-Test
. Legen Sie Whatman-Filterpapierplattchen Nr. 1 (Durchmesser 7 cm) in eine Petrischale und impréagnieren Sie
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das Filterpapier mit Nitrocefin-Lésung (0-5 ml). Das impragnierte Papier ist im Allgemeinen einen Tag lang
verwendbar, sollte jedoch vor Licht geschitzt werden, um einen spontanen Abbau zu vermeiden.

. Bringen Sie eine isolierte Kolonie mit einer Ose auf das impragnierte Papier auf; eine rosa bis rote Reaktion, die
sich innerhalb von 15 Minuten entwickelt, weist auf das Vorhandensein von Beta-Lactamase hin.
. Methoden zum Nachweis der Beta-Lactamase-Aktivitat auf Gelen zur Herstellung von Extrakten, die die Beta-

Lactamase-Aktivitaten aus Bakterienzellen enthalten, und die Technik zur analytischen isoelektrischen
Fokussierung wurden von Matthew et al. beschrieben!! . Die entwickelten Gele werden durch Auftragen von

Whatman-Papier Nr. 54, das mit der Nitrocefin-Lésung impragniert ist, gefénbt.lzL Fokussierte Banden im Gel
mit Beta-Lactamase-Aktivitat erscheinen rosa auf gelbem Hintergrund.

. Bestimmung der Beta-Lactamase-Aktivitat durch spektralphotometrischen Assay: Verdinnen Sie die Nitrocefin-
Arbeitslésung (500 pg/ml) zehnfach in Puffer (0,1 M Phosphat; 1 mM EDTA, pH 7,0). Spektralphotometrische
Assays fiir Beta-Lactamase werden durchgefiihrt, indem Anderungen der Wellenlange bei 486 nm gemessen
werden. Der molare Extinktionskoeffizient von Nitrocefin bei dieser Wellenlange betragt 20.500. Testen Sie
Proben des fertigen Produkts auf Leistung mit Kontrollkulturen.

Bibliographie
1. Public Health England. 2018. “Identification of Campylobacter Species.” UK Standards for Microbiology
Investigations.
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Nitrocefin Solution

SR0112C

Uso previsto

Nitrocefin Solution (SR0112C) es un reactivo para la deteccién rapida de la produccién de betalactamasa en
microrganismos. Nitrocefin Solution (SR0112C) esta disefiada para usarse en un flujo de trabajo de diagnéstico con el fin
de ayudar a los médicos a determinar posibles opciones de tratamiento para pacientes con presuntas infecciones por
microrganismos que poseen actividad de betalactamasa. El dispositivo es exclusivamente para uso profesional, no esta
automatizado y no es una prueba diagndéstica acompafiante.

Resumen y explicacién

La degradacion de la nitrocefina se debe utilizar para dar una indicacion rapida de los sistemas de inactivacion de
betalactamicos y el resultado asi obtenido, en la mayoria de los casos, predecird el resultado de las pruebas de
susceptibilidad con antimicrobianos betalactamicos. Sin embargo, no deben reemplazar por completo las pruebas de
susceptibilidad convencionales, ya que existen otros factores que también influyen en los resultados de dichas pruebas y,
en ocasiones, la resistencia intrinseca a los antimicrobianos betalactamicos no se ha correlacionado con la produccién de
betalactamasa!. Se ha descubierto que la degradaciéon de la nitrocefina es muy eficiente para detectar aislados
productores de betalactamasa de Neisseria gonorrhoeae?2. Haemophilus influenzae?*58y staphylococci®®.

También se han obtenido excelentes resultados con ciertas bacterias anaerobias, en particular, con especies de
Bacteroides®®1°. Debe enfatizarse que la eficacia de las pruebas de nitrocefina en la prediccion de la susceptibilidad a los
betalactamicos de otros microrganismos no estd probada actualmente. Otra cefalosporina cromogénica, PADAC
(Hoechst-Roussel), no fue tan eficaz como la nitrocefina para detectar betalactamasa estafilocécica’.

Principio del método

La nitrocefina es la cefalosporina cromogénica. Este compuesto muestra un cambio de color rapido y distintivo de amarillo
(méaximo a un pH de 7,0 = 390 nm) a rojo (méximo a un pH de 7,0 = 486 nm), ya que el enlace amida en el anillo
betalactamico es hidrolizado por una betalactamasa; es sensible a hidrélisis por todas las lactamasas conocidas
producidas por bacterias grampositivas y gramnegativas. Esta reaccion caracteristica forma la base de varios métodos
adecuados para uso diagndstico.

Foérmula tipica
SR112A (liquido de rehidratacion)

Tampén de fosfato 1,9ml
Dimetilsulféxido 0,1 ml
SR0112B

(nitrocefina)

Nitrocefina 1,0 mg/l

Materiales suministrados
5 viales de nitrocefina liofilizada (1 mg) (SR0112B) y 5 viales de liquido rehidratante (2 ml) (SR112A).

Materiales necesarios pero no suministrados
Medios inoculados

Portaobjetos de vidrio

Incubadora

Asa de inoculacion

Homogeneizador ultrasénico

Disco de papel de filtro Whatman n.° 1

Placa de Petri

Almacenamiento
Almacenar el producto en su envase original entre -20 °Cy 8 °C.
La solucion puede almacenarse a -20 °C durante un méaximo de dos semanas.
Mantener el recipiente cerrado herméticamente.
El producto se puede utilizar hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta.
Proteger de la humedad.
Almacenar protegido de la luz.
Dejar que el producto reconstituido se temple a temperatura ambiente antes de usarlo.
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Adverten(:las y precauciones
EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: lavar con agua y jab6n abundantes.
. En caso de irritacién o erupcioén cutanea: consultar a un médico.
. EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar
lentes de contacto.
. En caso de ventilacion insuficiente, llevar equipo de proteccién respiratoria.
. EN CASO DE INHALACION: transportar a la persona al exterior y mantenerla en reposo en una posicién cémoda
para respirar.
. En caso de sintomas respiratorios: llamar inmediatamente a un CENTRO de informacién toxicolégica o a un
médico.
Evitar su liberacion al medioambiente.
NO UTILIZAR SUPLEMENTOS S| ESTA EMBARAZADA O PREVE QUEDARSE EMBARAZADA.
Cada vial es de un solo uso. No reutilizar.
Para uso diagnéstico in vitro exclusivamente.
Para uso profesional exclusivamente.
Inspeccionar el envase del producto antes del primer uso.
No utilizar el producto si hay dafios visibles en el embalaje o los viales.
No utilizar el producto mas alla de la fecha de caducidad indicada.
No utilizar el dispositivo si presenta signos de contaminacion.
No utilizar el dispositivo si el color ha cambiado o hay otros signos de deterioro.

Es responsabilidad de cada laboratorio manejar los residuos generados de acuerdo con su naturaleza y grado de
peligrosidad y tratarlos o eliminarlos segun los reglamentos federales, estatales y locales aplicables. Es necesario leer las
instrucciones y seguirlas atentamente. Esto incluye la eliminacién de reactivos usados o sin usar, asi como cualquier otro
material desechable contaminado segtn los procedimientos para productos infecciosos o potencialmente infecciosos.

Consulte las instrucciones de manipulacién y eliminacion segura del producto en la Hoja de datos de seguridad del

material (SDS) (www.thermofisher.com).

Incidentes graves

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

Recogida, manipulacién y almacenamiento de muestras

No se proporcionan materiales de recogida y/o transporte de muestras con este dispositivo. Es necesario recoger y
manipular las muestras segun las directrices locales recomendadas, como los Estandares para investigaciones de
microbiologia del Reino Unido (UK SMI) Q 5.

Procedimiento
Reconstitucion
e Deje que el suplemento se temple a temperatura ambiente antes de usarlo.
. Reconstituya el contenido de un vial de nitrocefina liofilizada SR0112B afadiendo todo el contenido (2 ml) de un vial
de liquido de rehidrataciéon SR112A. Esto produce una solucién de trabajo de nitrocefina de 500 mg/ml
(aproximadamente 10-3 M) adecuada para la mayoria de las aplicaciones.

Método de placa directa
. Agregue una gota de la solucién de nitrocefina a la superficie de la colonia. Si el aislado es un alto productor de
betalactamasa, la colonia y el area circundante se volveran rojas rapidamente. Para detectar un productor débil de
betalactamasa, la placa debe incubarse durante 30 minutos antes de que se informe como negativa.

Método con portaobjetos
. Agregue una gota de la solucién de nitrocefina a un portaobjetos de vidrio limpio.
. Con un asa estéril, tome una colonia de la placa y emulsione en la gota de nitrocefina. Informe como positivo si el
color cambia de amarillo a rojo dentro de los 30 minutos (proteja el portaobjetos de la desecacién durante el
periodo de espera).

Método de caldo
e  Agregue cuatro gotas de solucién de nitrocefina a 1 ml del cultivo. Informe como positivo si el color cambia a rojo
dentro de los 30 minutos.

Método de descomposicion de células
. Homogeinice con ultrasonidos 1 ml del cultivo para descomponer las células. Agregue 4 gotas de solucién de
nitrocefina. Informe como positivo si el color cambia a rojo dentro de los 30 minutos.

Prueba puntual de disco de papel
e  Se coloca un disco de papel de filtro Whatman n.° 1 (7 cm de diametro) en una placa de Petri y se impregna con
solucién de nitrocefina (0-5 ml). Este papel impregnado generalmente se puede utilizar durante un dia, pero debe
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mantenerse alejado de la luz para evitar la degradacion espontanea.

Se aplica una colonia aislada al papel impregnado con un asa; una reaccion de rosa a rojo que se desarrolla
dentro de los 15 minutos indica la presencia de betalactamasa.

Deteccién de la actividad de betalactamasa en geles. Los métodos para preparar extractos que contienen
actividad de betalactamasa de células bacterianas y la técnica para el enfoque isoeléctrico analitico han sido
descritos por Matthew et al.!* Los geles desarrollados se tifien aplicando papel Whatman n.° 54 impregnado con
la solucién de nitrocefina. Las bandas enfocadas en el gel con actividad de betalactamasa aparecen de color
rosa sobre un fondo amarillo.

Determinacion de la actividad de betalactamasa por ensayo espectrofotométrico. La solucién de trabajo de
nitrocefina (500 pug/ml) se diluye diez veces en tampén (fosfato 0,1 M; EDTA 1 mM, pH 7,0). Los ensayos
espectrofotométricos de betalactamasa se llevan a cabo midiendo los cambios en la longitud de onda a 486 nm.
El coeficiente de extincién molar de la nitrocefina a esta longitud de onda es de 20 500. Muestras de prueba del
producto terminado para la realizacién con cultivos de control.

Bibliografia
1. Public Health England. 2018. “Identification of Campylobacter Species.” UK Standards for Microbiology
Investigations.
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Nitrocefin Solution

SR0112C

Domaine d'application

Nitrocefin Solution (SR0112C) est un réactif pour la détection rapide de la production de béta-lactamases dans les micro-
organismes. Nitrocefin Solution (SR0112C) entre dans la procédure diagnostique pour aider les cliniciens a déterminer
d’éventuelles options thérapeutiques chez les patients suspectés d’étre infectés par des micro-organismes possédant une
activité béta-lactamase. Le produit est destiné a un usage professionnel uniquement, n’est pas automatisé et n’est pas un
diagnostic compagnon.

Résumé et description

La dégradation de la nitrocéfine doit étre utilisée pour donner une indication rapide des systémes d’inactivation des béta-
lactames et le résultat ainsi obtenu permettra, dans la plupart des cas, de prédire le résultat des tests de sensibilité aux
antimicrobiens béta-lactames. Cependant, elle ne doit pas remplacer entierement les tests de sensibilité classiques, car
d’autres facteurs influencent également les résultats de ces tests, et il est arrivé que la résistance intrinséque aux
antimicrobiens a base de béta-lactamines ne soit pas corrélée a la production de béta-lactamase®. La dégradation de la
nitrocéfine s’est avérée trés efficace pour détecter les isolats producteurs de béta-lactamase de Neisseria gonorrhoeae??,
Haemophilus influenzae?+5¢ et staphylococci®®.

D’excellents résultats ont également été obtenus avec certaines bactéries anaérobies, notamment avec les especes
Bacteroides®®1°. |l convient de souligner que I'efficacité des tests a la nitrocéfine pour prédire la sensibilité¢ aux béta-
lactamines d’autres micro-organismes n’est actuellement pas prouvée. Une autre céphalosporine chromogene, le PADAC
(Hoechst-Roussel), n’était pas aussi efficace que la nitrocéfine pour détecter la béta-lactamase staphylococcique’.

Principe de la méthode

La nitrocéfine est la céphalosporine chromogéne. Ce composé présente un changement de couleur distinctif rapide du
jaune (max a pH 7,0 = 390 nm) au rouge (max a pH 7,0 = 486 nm) lorsque la liaison amide du cycle béta-lactame est
hydrolysée par une béta-lactamase, il est sensible a I'hydrolyse par toutes les lactamases connues produites par les
bactéries a Gram positif et & Gram négatif. Cette réaction caractéristique constitue la base de plusieurs méthodes
adaptées au diagnostic.

Formule typique
SR112A (Fluide de réhydratation)

Tampon de 1,9 ml
phosphate

Diméthylsulfoxyde 0,1 ml
SR0112B

(Nitrocéfine)

Nitrocéfine 1,0 mg/l

Matériel fourni
5 flacons de nitrocéfine lyophilisée (1 mg) (SR0112B) et 5 flacons de fluide réhydratant (2 ml) (SR112A).

Matériel requis, mais non fourni
Milieux inoculés

Lames de verre

Incubateur

Anse d'ensemencement

Sonicateur

Disque de papier filtre Whatman n° 1
Boite de Pétri

Conservation
Conserver le produit dans son emballage d’origine entre -20 °C et 8 °C.
Préparée, la solution peut étre conservée a -20 °C jusqu’a deux semaines.
Garder le récipient hermétiquement fermé.
Le produit peut étre utilisé jusqu’a la date limite d'utilisation indiquée sur I'étiquette.
Protéger de I'humidité.
Conserver a I'abri de la lumiére.
Laisser le produit se reconstituer a température ambiante avant utilisation.
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Avertlssements et precautlons
EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU : Laver abondamment a I'eau et au savon.
. En cas de démangeaison ou d'irritation cutanée : demander un avis médical/ consulter un médecin
. EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX : rincer avec précaution a 'eau pendant plusieurs minutes. Retirer les
lentilles de contact

. En cas de ventilation insuffisante, porter une protection respiratoire.
EN CAS D’'INHALATION : transporter la personne a l'air frais et la maintenir au repos dans une position
confortable afin qu’elle puisse respirer.
En cas de symptomes respiratoires : Appeler immédiatement un CENTRE ANTIPOISON ou un médecin
Eviter de rejeter dans I'environnement.
N'UTILISEZ PAS LES SUPPLEMENTS SI VOUS ETES ENCEINTE OU ENVISAGEZ UNE GROSSESSE.
Chaque flacon est a usage unique. Ne pas réutiliser.
Pour usage diagnostique in vitro uniqguement.
Usage exclusivement réservé a des professionnels.
Inspecter 'emballage du produit avant la premiére utilisation.
Ne pas utiliser le produit si I'emballage ou les flacons présentent des dommages visibles.
Ne pas utiliser au-dela de la date de péremption indiquée.
Ne pas utiliser le produit s'il présente des signes de contamination.
Ne pas utiliser le produit si sa couleur a changé ou s'il présente d’autres signes de détérioration.

Il reléve de la responsabilité de chaque laboratoire de gérer les déchets produits conformément a leur nature et a leur
degré de danger et de les traiter ou de les éliminer conformément aux réglementations fédérales, nationales et locales
applicables. Les instructions doivent étre lues et respectées scrupuleusement. Cela inclut I'élimination des réactifs utilisés
ou inutilisés ainsi que de tout autre matériel jetable contaminé aprés les procédures impliquant des produits infectieux ou
potentiellement infectieux.

Consulter la fiche de données de sécurité du matériel pour savoir comment manipuler et éliminer le produit en toute

sécurité a 'adresse (www.thermofisher.com).

Incidents graves

Tout incident grave survenu en relation avec le dispositif doit étre signalé au fabricant et a I'autorité réglementaire
compétente dont dépendent I'utilisateur et/ou le patient.

Prélévement, manipulation et stockage des échantillons

Aucun prélévement des échantillons et/ou transport de matériel fourni avec ce produit. Les échantillons doivent étre prélevés et
manipulés conformément aux directives locales recommandées, telles que les UK Standards for Microbiology Investigations
(UK'SMI) Q5.

Procédure
Reconstitution
. Attendre que le supplément atteigne la température ambiante avant de I'utiliser.
. Reconstituer le contenu d’un flacon de nitrocéfine lyophilisée SR0112B en ajoutant le contenu entier (2 ml) d’'un
flacon de fluide de réhydratation SR112A. Cela donne une solution de nitrocéfine de 500 mg/ml (environ 10-3
M) adaptée a la plupart des applications.

Méthode de la plaque directe
. Ajouter une goutte de la solution de nitrocéfine sur la surface de la colonie. Si I'isolat est un producteur élevé de
béta-lactamase, la colonie et la zone environnante deviennent rapidement rouges. Pour détecter un faible
producteur de béta-lactamase, la plague doit ensuite étre incubée pendant 30 minutes avant d’étre déclarée

négative.
Méthode de la lame
. Ajouter une goutte de la solution de nitrocéfine sur une lame de verre propre.
. A l'aide d’'une anse stérile, prélever une colonie sur la plaque et I'émulsionner dans la goutte de nitrocéfine.

Déclarer positif si la couleur passe du jaune au rouge dans les 30 minutes (protéger la lame de la dessiccation
pendant la période d’attente).

Méthode du bouillon
. Ajouter quatre gouttes de solution de nitrocéfine & 1 ml de la culture pure. Déclarer comme positif si la couleur
passe au rouge dans les 30 minutes.

Méthode des cellules brisées
. Traiter par ultrasons 1 ml de la culture afin de briser les cellules. Ajouter 4 gouttes de solution de nitrocéfine.
Déclarer comme positif si la couleur passe au rouge dans les 30 minutes.

Test ponctuel du disque en papier
. Un disque en papier filtre Whatman n° 1 (diamétre 7 cm) est placé dans une boite de Pétri et imprégné de la
solution de nitrocéfine (0-5 ml). Ce papier imprégné est généralement utilisable pendant une journée mais doit
étre conservé a I'abri de la lumiére pour éviter une dégradation spontanée.

. Une colonie isolée est appliquée sur le papier imprégné a laide d'une anse; une réaction rose a rouge se
développant dans les 15 minutes indique la présence de béta-lactamase.
. Détection de I'activité béta-lactamase sur des gels. Les méthodes de préparation des extraits contenant les
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. de focalisation isoélectrique analytique ont été décrites par Matthew et alll Les gels développés sont colorés en
appliquant du papier Whatman n° 54 imprégné de la solution de nitrocéfinell. Les bandes focalisées dans le gel

avec une activité béta-lactamase apparaissent en rose sur un fond jaune.

. Détermination de l'activité béta-lactamase par test spectrophotométrique. La solution de travail de nitrocéfine
(500 pg/ml) est diluée au dixieme dans un tampon (phosphate 0,1 M; EDTA 1 mM, pH 7,0). Les tests
spectrophoto-métriques pour la béta-lactamase sont effectués en mesurant les changements de longueur
d’'onde a 486 nm. Le coefficient d’extinction molaire de la nitrocéfine a cette longueur d'onde est de 20 500.

Tester la performance d’échantillons du produit fini avec des cultures témoins.

Bibliographie

1. Public Health England. 2018. « Identification of Campylobacter Species ». UK Standards for Microbiology
Investigations.
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Nitrocefin Solution

SR0112C

Rendeltetésszeri hasznalat
Nitrocefin Solution (SR0112C) reagens a mikroorganizmusok béta-laktaméz termelésének gyors kimutatasara. Nitrocefin
Solution (SR0112C) oldat diagnosztikai munkafolyamatban torténé felhasznalasra szolgal, hogy segitse a klinikusokat a
lehetséges kezelési lehet6ségek meghatarozasaban olyan betegek esetében, akik gyanithatéan béta-laktamaz-aktivitassal
rendelkezé mikroorganizmusokkal fertézottek. A termék nem automatizalt, kizarélag professzionalis hasznalatra szolgal, és
nem kapcsolt diagnosztikai eszkoz.

Osszefoglalas és magyarazat

A Nitrocefin lebomlasa a béta-laktam-inaktivalé rendszerek gyors kimutatasara hasznalhaté, és az igy kapott eredmény a
legtdbb esetben elére jelzi a béta-laktdm antimikrobidlis szerekkel végzett érzékenységi vizsgalatok eredményét. Ez
azonban nem helyettesitheti telies mértékben a hagyomanyos érzékenységvizsgalatot, mivel mas tényezék is
befolyasoljak az ilyen vizsgalatok eredményeit, és esetenként a béta-laktdm antimikrobidlis szerekkel szembeni belsd
rezisztencia nem korrelal a béta-laktamaz termelésévell. A Nitrocefin lebomlasa igen hatékonynak bizonyult a béta-
laktamaz termel6 Neisseria gonorrhoeae?3-, Haemophilus influenzae?#%6- és staphylococci®®-izolatumok kimutatasaban.

Kivalo eredményeket értek el bizonyos anaerob baktériumokkal is, nevezetesen a Bacteroides fajjal®*1°. Hangsulyozni
kell, hogy a Nitrocefin-tesztek hatékonysdga mas mikroorganizmusok béta-laktam-érzékenységének elbrejelzésében
jelenleg nem bizonyitott. Egy méasik kromogén cefalosporin, a PADAC (Hoechst-Roussel) nem volt olyan hatékony, mint a
Nitrocefin a staphylococcus beta-laktamaz kimutatasaban’.

A modszer elve

A Nitrocefin a kromogén cefalosporin. A vegytilet jellegzetes gyors szinvaltozast mutat sargarél (max. pH 7,0 = 390 nm)
pirosra (max. pH 7,0 = 486 nm), amint a béta-laktam gy(riiben 1évé amidkétést a béta-laktamaz hidrolizlja, és érzékeny a
Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok &ltal termelt dsszes ismert laktaméz hidrolizisére. A jellegzetes reakcio
szamos diagnosztikai célra alkalmas médszer alapjat képezi.

Tipikus képlet
SR112A (Rehydration Fluid)
Foszfatpuffer 1,9ml
Dimetil-szulfoxid 0,1 ml

SR0112B (Nitrocefin)
Nitrocefin 1,0 mg/l

Rendelkezésre bocsatott anyagok
5 fiola liofilizalt nitrocefin (1 mg) (SR0112B) és 5 fiola rehydrating fluid (2 ml) (SR112A).

Szukséges, de nem mellékelt anyagok
Inokulalt taptalajok

Uveglemezek

Inkubéator

Oltokacs

Ultrahangozd

Whatman 1-es sz(ir6papir-korong
Petri-csésze

Térolas
e  Atermék eredeti csomagolasaban, —20 °C és 8 °C kozotti hémérsékleten tarolandé.
Az elkészitett oldat —20 °C-on, legfeljebb két hétig tarolhaté.
Az edény szorosan lezarva tartando.
A termék a cimkeén feltlintetett lejarati id6pontig hasznalhato fel.
Nedvességtél védends.
Fénytdl védve tarolandé.
Hasznalat el6tt engedie, hogy a feloldott termék felvegye a szobahémérsékletet.

Figyelmeztetések és dvintézkedések
o HABORRE KERUL: Mossa le b6 szappanos vizzel.
e Borirritacio vagy kilitések megjelenése esetén: Forduljon orvoshoz.
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e SZEMBE KERULES ESETEN: Ovatosan oblitse vizzel tébb percen keresztiil. Vegye ki a kontaktlencséket.

e Nem megfeleld szell6zés esetén légzésvédelem kotelezd.

BELELEGZES ESETEN: Az érintett személyt friss levegére kell vinni, és olyan nyugalmi testhelyzetbe kell helyezni,
hogy koénnyen tudjon lélegezni.

Légzési problémak esetén: Forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.

Kerilje a kdrnyezetbe val6 kibocsatast.

NE HASZNALJA A KIEGESZITOKET, HA TERHES VAGY TERHESSEGET TERVEZ.

Minden fiola egyszer hasznalatos. Ne hasznélja fel Gjra!

Kizérdlag in vitro diagnosztikai felhasznélasra.

Kizéarélag professzionalis hasznalatra.

Az els6 hasznalat el6tt ellendrizze a termék csomagolasat.

Ne hasznélja a terméket, ha a csomagolason vagy a fiolakon lathaté sérilések vannak.

Ne haszndlja a terméket a megadott lejarati idén tul.

Ne hasznalja a terméket, ha szennyez6désre utal6 jelek vannak jelen.

Ne haszndlja az eszkozt, ha a szine megvaltozott, vagy ha a karosodas egyéb jelei mutatkoznak.

Minden laboratdrium feleléssége, hogy a keletkezé hulladékokat jellegiik és veszélyességi fokuk szerint kezelje, és azokat
a szOvetségi, allami és helyi eldirasoknak megfeleléen kezelje vagy artalmatlanitsa. Az utasitdsokat gondosan el kell
olvasni és kovetni kell. Ez magéaban foglalja a haszndlt vagy fel nem haszndlt reagensek, valamint barmely mas
szennyezett eldobhaté anyag artalmatlanitasat a fert6z6 vagy potencidlisan fert6z6 termékekre vonatkozé eljarasok
szerint.

A termék biztonsagos kezelésével és Aartalmatlanitdsaval kapcsolatban olvassa el a biztonsagi adatlapot (SDS)

(www.thermofisher.com).
Sulyos incidensek

Az eszkozzel kapcsolatban bekdvetkezett minden stlyos eseményt jelenteni kell a gyarténak és a felhaszndl6 ésivagy a beteg
lakhelye szerinti allam illetékes szabalyoz6 hatdsaganak.

Mintavétel, -kezelés és -tarolas
Ehhez az eszk6zh6z nincsenek mellékelve mintavevd és/ vagy -szallit6 anyagok. A mintdkat a helyi ajanlott
iranymutatasok, példaul az Egyesult Kirdlysdg Q 5 szamu mikrobiolégiai vizsgalatokra vonatkoz6 szabvanyai (UK SMI)
szerint kell levenni és kezelni.
Eljaras
Feloldas
. Hasznalat el6tt hagyja, hogy a kiegészit6é atvegye a szobahémérsékletet.
. Egy fiola liofilizalt Nitrocefin SR0112B tartalmat egy fiola rehydration fluid SR112A telies tartalmanak (2 ml)
hozzdadasaval higitsa. Ez 500 mg/ml-es (kb. 10-3 M) hasznalhaté Nitrocefin solution oldatot eredményez, amely
a legtébb alkalmazashoz megfelels.

Kézvetlen lemezes médszer
. Adagoljon egy csepp Nitrocefin solution oldatot a telep felliletére. Ha az izolatum erés béta-laktamaz-termeld,
akkor a telep és a kdrnyezé terllet gyorsan pirossa valik. Gyenge béta-laktaméaz-termelé kimutatédsahoz a lemezt
30 percig kell inkubalni a negativnak nyilvanitas el6tt.

Lemezes médszer
. Adagoljon egy csepp Nitrocefin solution oldatot egy tiszta tiveglemezre.
. Steril kacs segitségével vegyen fel egy telepeta lemezrdl, és emulgedlja a Nitrocefin cseppben. Jelentse
pozitivként, ha a szin 30 percen belil sargarél pirosra valtozik (a varakozasi id6 alatt 6vja az Uveglemezt
a kiszaradastdl).

Téapleveses modszer
. Adagoljon négy csepp Nitrocefin solution oldatot 1 ml tenyésztett tenyészethez. Jelentse pozitivként, ha a szin
30 percen belul pirosra valtozik.

Torott sejtes modszer
. Ultrahangozzon 1 ml tenyészetet a sejtek feltoréséhez. Adjon hozza 4 csepp Nitrocefin solution oldatot. Jelentse
pozitivként, ha a szin 30 percen beldl pirosra valtozik.

Papirkorongos foltteszt
. Tegyen egy Petri-csészébe egy (7 cm atmérgjil) Whatman 1-es szlrGpapir-korongot, és impregnalja (0-5 ml)
Nitrocefin solution oldattal. Az impregnalt papir altaldban egy napig hasznalhaté, de a spontan lebomléas elkertlése
érdekében védeni kell a fénytol.

. Tegyen egy izolalt telepet egy kaccsal az impregnalt papirra; a 15 percen beliil kialakulé rézsaszintél pirosig
terjed6 reakcio jelzi a béta-laktamaz jelenlétét.
. A béta-laktaméaz-aktivitds kimutatasa géleken. A béta-laktaméaz-aktivitast tartalmazo kivonatok baktériumsejtekbdl

torténd elGallitdsanak modszereit és az analitikus izoelektromos fokuszalas technikajat Matthew et al.
ismertették1l. A kifejlesztett géleket Nitrocefin solution oldattal impregnalt Whatman 54-es szamd papir
alkalmazasaval festik megll. A béta-laktamaz-aktivitassal rendelkezé fokuszalt savok a gélben rozsaszininek
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tinnek a sarga hattéren.

. A béta-laktaméaz-aktiviths meghatarozasa spektrofotometrids vizsgalattal. A Nitrocefin munkaoldata (500 pg/ml)
tizszeresére higitandd pufferrel (0,1 M foszfat; 1 mM EDTA, pH: 7,0). A béta-laktaméazra vonatkoz6 spektrofotometrias
vizsgalatokat a 486 nm-es hullamhossz valtozasanak mérésével végzik. A Nitrocefin moléris extinkciés egyltthatéja ezen a
hullamhosszon 20 500. A teljesitmény tekintetében a késztermék mintait tesztelje kontrolltenyészetekkel.

Szakirodalom
1. Public Health England. 2018. “Identification of Campylobacter Species.” UK Standards for Microbiology
Investigations.
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Nitrocefin Solution
SR0112C

Uso previsto

Nitrocefin Solution (SR0112C) € un reagente per il rilevamento rapido della produzione di beta-lattamasi

nei microrganismi. Nitrocefin Solution (SR0112C) & concepita per essere utilizzata in un flusso di lavoro diagnostico per
aiutare i medici a determinare le potenziali opzioni di trattamento per i pazienti con sospette infezioni da microrganismi che
possiedono attivita beta-lattamasi. Il dispositivo € solo per uso professionale, non & automatizzato e non & da considerarsi
un test diagnostico di accompagnamento.

Riepilogo e spiegazione

La degradazione della nitrocefina dovrebbe essere utilizzata per fornire una rapida indicazione dei sistemi di inattivazione
dei beta-lattamici e il risultato cosi ottenuto, nella maggior parte dei casi, predice l'esito dei test di suscettibilita con
antimicrobici beta-lattamici. Tuttavia, non dovrebbe sostituire del tutto i test di suscettibilita convenzionali poiché anche altri
fattori influenzano i risultati di tali test e, in alcune occasioni, la resistenza intrinseca agli antimicrobici beta-lattamici non e
stata correlata alla produzione di beta-lattamasi®. La degradazione della nitrocefina & risultata altamente efficiente nel
rilevare gli isolati che producono beta-lattamasi di Neisseria gonorrhoeae?® Haemophilus influenzae?456 e
staphylococci®®.

Ottimi risultati sono stati ottenuti anche con alcuni batteri anaerobici, in particolare con le specie Bacteroides®®%. Va
sottolineato che I'efficacia dei test alla nitrocefina nel predire la suscettibilita ai beta-lattamici di altri microrganismi non &
attualmente dimostrata. Un‘altra cefalosporina cromogena, PADAC (Hoechst-Roussel) non era efficace quanto la
nitrocefina nel rilevare la beta-lattamasi stafilococcica’.

Principio del metodo

La nitrocefina e la cefalosporina cromogena. Questo composto mostra un rapido cambiamento di colore caratteristico dal
giallo (max a pH 7,0 = 390 nm) al rosso (max a pH 7,0 = 486 nm) poiché il legame ammidico nell'anello beta-lattamico &
idrolizzato da una beta-lattamasi ed & sensibile a idrolisi da parte di tutte le lattamasi conosciute prodotte da batteri Gram-
positivi e Gram-negativi. Questa caratteristica reazione costituisce la base di diversi metodi adatti all'uso diagnostico.

Formula tipica
SR112A (fluido reidratante)
Tampone fosfato 1,9ml
Dimetilsolfossido 0,1 ml

SR0112B (Nitrocefin)
Nitrocefina 1,0 mg/l

Materiali forniti
5 fiale di nitrocefina liofilizzata (1 mg) (SR0112B) e 5 fiale di fluido reidratante (2 ml) (SR112A).

Materiali necessari ma non forniti
. Terreni inoculati
Vetrini
Incubatrice
Ansa da inoculo
Sonicatore
Disco di carta da filtro Whatman n. 1
Piastra di Petri

Conservazione
Conservare il prodotto nella sua confezione originale a una temperatura compresa tra -20 °C e 8 °C.
Una volta preparata, la soluzione pud essere conservata a -20 °C per un massimo di due settimane.
Tenere il contenitore ben chiuso.
Il prodotto puo essere utilizzato fino alla data di scadenza riportata sull'etichetta.
Proteggere dall'umidita.
Conservare lontano dalla luce.
Permettere al prodotto ricostituito di equilibrarsi a temperatura ambiente prima dell'uso.

Avvertenze e precauzioni
e IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE: lavare abbondantemente con acqua e sapone.
e Incaso diirritazione o eruzione cutanea: consultare un medico.
e INCASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare accuratamente per parecchi minuti. Rimuovere le lenti a
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contatto.

e In caso di ventilazione insufficiente indossare una protezione respiratoria.

e IN CASO DI INALAZIONE: trasportare l'infortunato all'aria aperta e mantenerlo a riposo in posizione che favorisca la
respirazione.

e Se si verificano sintomi respiratori: contattare immediatamente un CENTRO ANTIVELENI o un medico.

e Evitare il rilascio nell'ambiente.

e NON UTILIZZARE INTEGRATORI SE IN GRAVIDANZA O SE S| PREVEDE UNA PROSSIMA GRAVIDANZA.

e Ogni fiala & monouso. Non riutilizzare.

e Solo per uso diagnostico in vitro.

e Solo per uso professionale.

e Ispezionare la confezione del prodotto prima del primo utilizzo.

e Non utilizzare il prodotto se sono presenti danni visibili allimballaggio o alle fiale.

e Non utilizzare il prodotto oltre la data di scadenza indicata.

e Non utilizzare il dispositivo se sono presenti segni di contaminazione.

e Non utilizzare il dispositivo se il colore € cambiato o se sono presenti altri segni di deterioramento.

E responsabilita di ciascun laboratorio gestire i rifiuti prodotti in base alla loro natura e al grado di rischio e farli trattare o
smaltire in conformita con le normative federali, statali e locali applicabili. Leggere e attenersi scrupolosamente alle
istruzioni. Questo include lo smaltimento dei reagenti utilizzati o non utilizzati, nonché di qualsiasi altro materiale monouso
contaminato secondo le procedure per prodotti infettivi o potenzialmente infettivi.

Fare riferimento alla scheda di dati di sicurezza (SDS) per la manipolazione e lo smaltimento sicuri del prodotto

(www.thermofisher.com).

Incidenti gravi
Qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione al dispositivo deve essere segnalato al fabbricante e all'autorita
competente del Paese in cui risiedono |'utilizzatore e/o il paziente.

Prelievo, manipolazione e conservazione dei campioni

Non sono forniti materiali per la raccolta e/o il trasporto dei campioni con questo dispositivo. | campioni devono essere
raccolti e manipolati seguendo le linee guida locali raccomandate, ad esempio gli standard britannici per le indagini
microbiologiche (UK SMI) Q 5.

Procedura
Ricostituzione
. Permettere all'integratore di equilibrarsi a temperatura ambiente prima dell'uso.
. Ricostituire il contenuto di una fiala di Nitrocefin SR0112B liofilizzata aggiungendo l'intero contenuto (2 ml) di una
fiala di fluido reidratante SR112A. Cio produce una soluzione di nitrocefina attiva di 500 mg/ml, (circa 10-3 M)
adatta per la maggior parte delle applicazioni.

Metodo della piastra diretta
. Aggiungere una goccia della soluzione di nitrocefina sulla superficie della colonia. Se l'isolato € un alto produttore
di beta-lattamasi, la colonia e |'area circostante diventeranno rapidamente rosse. Per rilevare un debole produttore
di beta-lattamasi, la piastra deve essere incubata per 30 minuti prima di essere refertata come negativa.

Metodo del vetrino
e Aggiungere una goccia della soluzione di nitrocefina su un vetrino pulito.
. Utilizzando un'ansa sterile, prelevare una colonia dalla piastra ed emulsionare nella goccia di nitrocefina. Refertare
come positivo se il colore cambia da giallo a rosso entro 30 minuti (proteggere il vetrino dall'essiccamento durante il
periodo di attesa).

Metodo del brodo
. Aggiungere quattro gocce di soluzione di nitrocefina a 1 ml di coltura coltivata. Refertare come positivo se il colore
diventa rosso entro 30 minuti.

Metodo delle cellule distrutte
. Sonicare 1 ml di coltura per rompere le cellule. Aggiungere 4 gocce di soluzione di nitrocefina. Refertare come
positivo se il colore diventa rosso entro 30 minuti.

Test spot su disco di carta

e  Posizionare un disco di carta da filtro Whatman n. 1 (diametro 7 cm) in una piastra di Petri e impregnarlo con una
soluzione di nitrocefina (0-5 ml). Questa carta impregnata & generalmente utilizzabile per un giorno, ma va tenuta
al riparo dalla luce per evitare il degrado spontaneo.

. Inoculare una colonia isolata sulla carta impregnata con un'ansa; lo sviluppo di una reazione da rosa a rosso entro
15 minuti indica la presenza di beta-lattamasi.

. Rilevazione dell'attivitd beta-lattamasica su gel. | metodi per la preparazione di estratti contenenti l'attivita beta-
lattamasica da cellule batteriche e tecnica per I'analisi isoelettrica sono stati descritti da Matthew et al.1l | gel
sviluppati sono stati colorati applicando carta Whatman n. 54 impregnata con la soluzione di nitrocefinall. Le
bande focalizzate nel gel con attivita beta-lattamasi appaiono rosa su sfondo giallo.

. Determinazione dell'attivita delle beta-lattamasi mediante saggio spettrofotometrico. La soluzione di lavoro di
nitrocefina (500 pg/ml) viene diluita dieci volte in tampone (fosfato 0,1 M; EDTA 1 mM, pH 7,0). Le analisi
spettrofotometriche per la beta-lattamasi vengono eseguite misurando le variazioni della lunghezza d'onda a
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486 nm. Il coefficiente di estinzione molare di nitrocefina a questa lunghezza d'onda & 20.500. Sottoporre a test i
campioni del prodotto finito per le prestazioni con colture di controllo.

Bibliografia
1 Public Health England. 2018. "Identification of Campylobacter Species." UK Standards for Microbiology
Investigations.

Legenda dei simboli
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Nitrocefin Solution
SR0112C

Uréené pouzitie

Nitrocefin Solution (SR0112C) je ¢inidlo na rychlu detekciu produkcie beta-laktamézy u mikroorganizmov. Nitrocefin
Solution (SR0112C) je uréeny na pouZitie v diagnostickom pracovnom postupe na pomoc lekarom pri ur€ovani potencialnych
moznosti liecby u pacientov s podozrenim na infekciu mikroorganizmami, ktoré maju beta-laktaméazovu aktivitu. Pomocka je
uréena len na profesionalne pouZzitie, nie je automatizovana ani nie je sprievodnou diagnostikou.

Zhrnutie a vysvetlenie

Degradécia nitrocefinu by sa mala pouzivat na rychlu indikéciu systémov na inaktivaciu beta-laktdmu a takto ziskany vysledok
bude vo vacsine pripadov predpovedat’ vysledok testov citlivosti s beta-laktamovymi antimikrobialnymi latkami. Nemala by v§ak
uplne nahradit' konvenéné testovanie citlivosti, pretoZe aj iné faktory ovplyviiuju vysledky takychto testov a v niektorych
pripadoch vnutorna rezistencia na

beta-laktdmové antimikrobiélne latky nestvisi s produkciou beta-laktamazy:. Zistilo sa, Ze degradécia nitrocefinu je vysoko
ucinna pri detekcii izolatov produkuijticich

beta-laktaméazu baktérii Neisseria gonorrhoeae?,?, Haemophilus influenzae?,4,%,° a stafylokokov 6.

Vynikajlce vysledky sa dosiahli aj s uréitymi anaerdbnymi baktériami, najma s druhmi rodu Bacteroides®®1°. Je potrebné
zdbraznit, Ze dcinnost nitrocefinovych testov pri predpovedani citlivosti na beta-laktamy u inych mikroorganizmov nie je
v sUcasnosti preukdzana. Dal$i chromogénny cefalosporin, PADAC (Hoechst-Roussel), nebol pri detekcii stafylokokovej
beta-laktamazy taky Gcinny ako nitrocefin”.

Princip metédy

Nitrocefin je chromogénny cefalosporin. Tato zlicenina vykazuje rychlu vyrazni zmenu farby zo Zltej (max. pri pH 7,0 = 390 nm) na
Cervenu (max. pri pH 7,0 = 486 nm), pretoZze amidova vézba v beta-laktdmovom kruhu je hydrolyzovana beta-laktaméazou, je citliva
na hydrolyzu v8etkymi znamymi laktamazami produkovanymi grampozitivnymi a gramnegativnymi baktériami. Tato charakteristicka
reakcia tvori zaklad niekolkych metéd vhodnych na diagnostické pouZitie.

Typicky vzorec
SR112A (Rehydrataéna tekutina)
Fosfatovy pufor 1,9ml
Dimetylsulfoxid 0,1ml

SR0112B (Nitrocefin)
Nitrocefin 1,0 mg/l

Dodéavané materialy
5 liekoviek lyofilizovaného nitrocefinu (1 mg) (SR0112B) a 5 liekoviek rehydratacnej tekutiny (2 ml) (SR112A).

Materialy pozadované, ale nedodavané
. Naockované média

Podlozné sklicka

Inkubator

Ockovacia slucka

Sonikator

Disk filtraéného papiera Whatman &. 1

Petriho miska

Uchovévanie

. Produkt uchovavajte v pévodnom obale pri teplote od -20 °C do 8 °C.
Pripraveny roztok sa méze uchovavat pri teplote -20 °C az dva tyzdne.
Néadobu uchovavajte tesne uzavretu.
Produkt sa m6ze pouzivat do datumu exspiracie uvedeného na stitku.
Chranite pred vlhkostou.
Uchovévajte mimo svetla.
Pred pouzitim nechajte rekonstituovany produkt zohriat na izbovu teplotu.

Varovania a bezpeénostné opatrenia
. PRI KONTAKTE S POKOZKOU: Umyte velkym mnoZstvom vody a mydla.
. Ak sa prejavi podrazdenie pokozky alebo sa vytvoria vyrazky: Vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.
. PO ZASIAHNUTI OCI: Niekolko minut ich opatrne vyplachujte vodou. Odstrarite kontaktné $oSovky
. V pripade nedostato¢ného vetrania pouzivajte ochranu dychacich ciest.
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PO VDYCHNUTI: Presuiite osobu na &erstvy vzduch a umoznite jej pohodine dychat.
Pri stazenom dychani: Volajte TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM alebo lekara.
Zabrarite uvolneniu do Zivotného prostredia.

NEPOUZIVAJTE DOPLNKY, AK STE TEHOTNA ALEBO UVAZUJETE O TEHOTENSTVE.
Kazda injekéna liekovka je na jedno pouzitie. Nepouzivajte opakovane.

Len na diagnostické pouzitie in vitro.

Len na profesionalne pouzitie.

Pred prvym pouzitim skontrolujte obal produktu.

Produkt nepouzivajte, ak st na obale alebo injekénych liekovkach viditelné poskodenia.
Produkt nepouzivajte po uvedenom datume exspiracie.

Pomébcku nepouzivajte, ak su pritomné znamky kontaminacie.

Pomécku nepouzivajte, ak sa zmenila farba alebo ak existuju iné znamky poskodenia.

Je zodpovednostou kazdého laboratéria nakladat s produkovanym odpadom v sulade s jeho povahou a stuprfiom
nebezpecenstva a umoznit spracovanie alebo zlikvidovanie v stlade so v§etkymi platnymi federalnymi, Statnymi

a miestnymi predpismi. Starostlivo si precitajte a dodrziavajte pokyny. To zahffia likvidaciu pouzitych alebo nepouzitych
cinidiel, ako aj akéhokolvek iného kontaminovaného materialu na jedno pouzitie podfa postupov pre infekéné alebo
potencialne infekéné produkty.

Informécie o bezpeénom zaobchadzani s produktom ajeho likvidacii najdete v karte bezpe&nostnych udajov (KBU)

(www.thermofisher.com).

Zavazné udalosti
Akakolvek zavazna udalost, ktora sa vyskytla v stvislosti s pomockou, sa musi oznamit vyrobcovi a prislusnému
regulaénému organu, ku ktorému patri sidlo pouzivatela a/alebo pacienta.

Odber vzoriek, zaobchadzanie s nimi aich uchovavanie

S touto pomdckou sa nedodavaju ziadne materialy na odber a/alebo prepravu vzoriek. Vzorky by sa mali odoberat a malo
by sa s nimi zaobchadzat podla odporucanych usmerneni, ako su britské Standardy pre mikrobiologické vySetrenia

(UK SMI) Q 5.

Postup
Rekonstitacia
. Pred pouzitim nechajte doplnok nahriat na izbovu teplotu.
. Rekonétituujte obsah jednej liekovky lyofilizovaného nitrocefinu SR0112B pridanim celého obsahu (2 ml) jednej

liekovky rehydratacnej tekutiny SR112A. Tym sa ziska pracovny roztok nitrocefinu v koncentracii 500 mg/ml
(priblizne 10 — 3 M) vhodny pre vacsinu aplikacii.

Priama miskova metéda
. Pridajte jednu kvapku roztoku nitrocefinu na povrch kolénie. Ak je izolat vysokym producentom beta-laktamazy,
kolénia a jej okolie rychlo séervenaju. Na zistenie slabého producenta beta-laktamazy by sa miska mala
inkubovat' po dobu 30 minut a az potom by sa mala oznadit za negativnu.

Sklickova metéda

. Pridajte jednu kvapku roztoku nitrocefinu na ¢isté podlozné sklicko.

. Pomocou sterilnej slucky vyberte jednu koléniu z misky a emulgujte ju do kvapky nitrocefinu. Oznadte ako
pozitivne v pripade, ak sa farba zmeni zo Zltej na ¢ervent do 30 minut (po¢as Sakania chrarite skli¢ko pred
vysusenim).

Bujénova metéda
. Pridajte Styri kvapky roztoku nitrocefinu do 1 ml vypestovanej kultury. Oznacte ako pozitivne v pripade, ak sa
farba zmeni na ¢ervent do 30 mindt.

Metéda zlomenych buniek
. Sonikujte 1 ml kultiry, aby ste rozbili bunky. Pridajte 4 kvapky roztoku nitrocefinu. Oznadéte ako pozitivne
v pripade, ak sa farba zmeni na ¢ervenu do 30 mindt.

Kvapkovy test pomocou papierového disku
Disk filtraného papiera Whatman & 1 (priemer 7 cm) sa umiestni do Petriho misky aimpregnuje sa
roztokom nitrocefinu (0 az 5 ml). Naimpregnovany papier je vo v8eobecnosti pouzitelny jeden defi, ale musi sa
uchovavat mimo dosahu svetla, aby sa zabranilo jeho samovolnej degradacii.

. Na naimpregnovany papier sa pomocou slucky nanesie izolovana kolénia — ruzova az cervena reakcia, ktora sa
vyvinie do 15 minut, oznacuje pritomnost beta-laktamazy.
. Detekcia beta-laktaméazovej aktivity na géloch Metdédy pripravy extraktov obsahujlcich beta-laktamazové

aktivity z bakterialnych buniek a techniku analytickej izoelektrickej fokuséacie opisal Matthew et al.11 Vyvolané
gély sa farbia nanesenim papiera Whatman ¢&. 54 impregnovaného roztokom nitrocefinull. Zaostrené pasy
v géli s beta-laktamézovou aktivitou sa javia ruzové na Zltom pozadi.

. Stanovenie beta-laktaméazovej aktivity spektrofotometrickym testom. Pracovny roztok nitrocefinu (500 pg/ml) sa
desatkrat zriedi v pufri (0,1 M fosfat; 1 mM EDTA, pH 7,0). Spektrofotometrické testy na beta-laktamazu sa
vykonavaju meranim zmien vinovej dizky pri 486 nm. Molarny extinkény koeficient nitrocefinu pri tejto vinovej
dizke je 20 500. Otestujte vzorky hotového produktu z hfadiska vykonu s kontrolnymi kultdrami.
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Vysvetlenie symbolov

Symbol Definicia

Katalégové Cislo

Diagnosticka zdravotnicka
pombcka in vitro

<
=)

-
o
-

Kod Sarze

Teplotny limit

g Déatum spotreby

|
/\\o//\ Chrarite pred slneénym
//.{\ svetiom

Nepouzivajte opakovane

Pozrite si navod na pouzitie
alebo si pozrite elektronicky
navod na pouZzitie

W Obsah dostatoény

pre <n> testov

Nepouzivajte, ak je balenie
poskodené, a pozrite si
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Nitrocefin Solution

SR0112C

Avsedd anvéndning

Nitrocefin Solution (SR0112C) &r ett reagens for snabb detektering av betalaktamasproduktion i mikroorganismer.
Nitrocefin Solution (SR0112C) &r avsett att anvandas i ett diagnostiskt arbetsflode for att hjélpa kliniker att faststalla
potentiella behandlingsalternativ for patienter som misstanks vara infekterade med mikroorganismer med
betalaktamasaktivitet. Produkten ar endast avsedd for professionellt bruk, ar inte automatiserad och &r inte ett
kompletterande diagnostikverktyg.

Sammanfattning och forklaring

Nitrocefinnedbrytning ska anvandas for att ge en snabb indikation pa betalaktaminaktiverande system och resultatet som erhdlls pa
det séttet kommer i de flesta fall att forutsaga resultatet av mottaglighetstestet med betalaktamantimikrobiella medel. Det ska dock
inte ersétta konventionella mottaglighetstest helt, eftersom andra faktorer ocksa paverkar resultaten av den typen av tester och
ibland har inre resistens mot betalaktamantimikrobiella medel inte korrelerats med produktion av betalaktamas®.
Nitrocefinnedbrytning har visat sig vara mycket effektivt for att detektera betalaktamasproducerande isolat av Neisseria
gonorrhoeae?? Haemophilus influenzae?*56 och stafylokocker®®.

Utmérkta resultat har dven erhallits med vissa anaeroba bakterier, framst med Bacteroides-arter®®1°. Det ska betonas att
effektiviteten av nitrocefintesterna for att forutsdga andra mikroorganismers mottaglighet foér betalaktam for narvarande ar
obevisad. Ett annat kromogent cefalosporin, PADAC (Hoechst-Roussel), var inte lika effektiv som nitrocefin for att detektera
betalaktamasproducerande stafylokocker”.

Metodprinciper

Nitrocefin &r det kromogena cefalosporinet. Den hér foreningen uppvisar en snabb distinkt fargforandring fran gul (max. vid
pH 7,0 = 390 nm) till réd (max. vid pH 7,0 = 486 nm) eftersom amidbindningen i betalaktamringen hydrolyseras av en
betalaktamas och &r kanslig for hydrolys av alla kdnda laktamaser som produceras av grampositiva och gramnegativa
bakterier. Den har karakteristiska reaktionen utgér grunden for flera metoder som ar lampliga for diagnostisk anvéndning.

Typisk formel
SR112A (Rehydration Fluid)
Fosfatbuffert 1.9ml

Dimetylsulfoxid 0,1ml

SR0112B (Nitrocefin)
Nitrocefin 1,0 mg/l

Material som tillhandahalls
Fem flaskor frystorkad nitrocefin (1 mg) (SR0112B) och fem flaskor rehydrerande vatska (2 ml) (SR112A).

Material som krdvs men inte tillhandahélls
. Inokulerade medier

Glasskivor

Inkubator

Inokuleringsdgla

Sonikator

Whatman-filterpappersskiva (nr 1)

Petriskal

Forvaring

Forvara produkten i originalférpackningen mellan -20 °C och 8 °C.

Efter beredning kan I6sningen férvaras vid =20 °C i upp till tv& veckor.

Hall behéallaren tattslutande.

Produkten far anvéandas fram till det utgdngsdatum som anges pa etiketten.
Skyddas fran fukt.

Forvaras morkt.

L&t rekonstituerad produkt uppnd rumstemperatur fére anvandning.

Varnmgar och forsiktighetsatgarder
VID HUDKONTAKT: Tvéatta med mycket tvél och vatten.
. Vid hudirritation eller utslag: Sok lakarhjalp.
. VID KONTAKT MED OGONEN: Skdlj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om
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det gar latt.
Anvand andningsskydd vid otillrécklig ventilation.
VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att andningen underléttas.
Vid luftvagssymtom: Ring GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller l&kare.
Undvik utslapp i miljon.
ANVAND INTE TILLSKOTT OM DU AR GRAVID ELLER OM DU OVERVAGER GRAVIDITET.
Varje flaska ar fér engangsbruk. Ateranvand inte.
Endast for in vitro-diagnostik.
Endast for professionellt bruk.
Inspektera produktens férpackning fore forsta anvandningen.
Anvénd inte produkten om det finns synliga skador pa forpackningen eller flaskorna.
Anvand inte produkten efter det angivna utgangsdatumet.
Anvénd inte enheten om det finns tecken pa kontaminering.
Anvand inte produkten om fargen har &ndrats eller om det finns andra tecken pé férsamring.

Det ar varje laboratoriums ansvar att hantera avfall som produceras i enlighet med avfallets typ och riskgrad samt att behandla
eller kassera det i enlighet med eventuella nationella, statliga och lokala tillampliga bestammelser. Instruktioner ska lasas och
foljas noggrant. Det inkluderar kassering av anvénda eller oanvanda reagens samt alla andra férorenade engdngsmaterial i
enlighet med procedurer fér smittsamma eller potentiellt smittsamma produkter.

Se sékerhetsdatabladet for séker hantering och kassering av produkten (www.thermofisher.com).

Allvarliga handelser

Alla allvarliga héandelser som intréaffar i samband med anvandning av produkten ska rapporteras till tillverkaren och relevant
tillsynsmyndighet i det omrade som anvéandaren och/eller patienten &r etablerad i.

Insamling, hantering och férvaring av prover Det finns inga provtagnings- och/eller transportmaterial som
medféljer produkten. Prover ska samlas in och hanteras i enlighet med lokala rekommenderade riktlinjer, som UK Standards
for Microbiology Investigations (UK SMI) Q 5.

Forfarande
Rekonstitution
. Lat tillskottet uppna rumstemperatur fére anvandning.
. Rekonstituera innehallet i en flaska med frystorkad Nitrocefin SR0112B genom att tillsatta hela innehallet
(2 ml) i en flaska med Rehydration Fluid SR112A. Det ger en fungerande nitrocefinlosning pa 500 mg/ml (ca
10-3 M) som &r lamplig for de flesta tillampningar.

Metod for direkt applicering p& platta
. Tillsatt en droppe av nitrocefinlésningen pé kolonins yta. Om isolatet &r producerar mycket betalaktamas blir
kolonin och det omgivande omradet snabbt rott. For att upptécka ett isolat som producerar lite betalaktamas
ska plattan sedan inkuberas i 30 minuter innan den rapporteras som negativ.

Metod med applicering pa objektglas

. Tillsatt en droppe av nitrocefinlésningen pa ett rent objektglas.

. Anvand en steril 6gla for att plocka en koloni fran plattan och emulgera i nitrocefindroppen. Rapportera som
positiv om fargen andras fran gul till réd inom 30 minuter (skydda objektglaset fran uttorkning under
véantetiden).

Buljongmetoden
. Tillsatt fyra droppar nitrocefinlosning till 1 ml av den odlade kulturen. Rapportera som positiv om fargen
andras till réd inom 30 minuter.

Metoden med uppbrutna celler
. Sonikera 1 ml av kulturen for att bryta upp cellerna. Tillsatt fyra droppar nitrocefinldsning. Rapportera som
positiv om fargen &ndras till réd inom 30 minuter.

Punkttest med pappersskiva
. En Whatman-filterpappersskiva (nr 1) (med en diameter p& 7 cm) placeras i en petriskal och impregneras
med nitrocefinlésning (0-5 ml). Det impregnerade pappret ar i allménhet anvandbart i en dag men ska hallas
borta fr&n ljus for att undvika spontan nedbrytning.

. En isolerad koloni appliceras pa det impregnerade papperet med en 6gla och om en rosa till réd reaktion
utvecklas inom 15 minuter indikerar det forekomsten av betalaktamas.
. Metoden for detektion av betalaktamasaktivitet pd geler for framstalining av extrakt innehallande

betalaktamasaktiviteter fran bakterieceller och tekniken for analytisk isoelektrisk fokusering har beskrivits av
Matthew et al.11 De utvecklade gelerna fargas genom applicering av Whatman-papper (nr 54) impregnerat
med nitrocefinlﬁsningenll Fokuserade band i gelet med betalaktamasaktivitet ser rosa ut mot en gul
bakgrund.
. Bestamning av betalaktamasaktivitet genom spektrofotometrisk analys. Arbetslésningen av nitrocefin
(500 pg/ml) spads tio ganger i buffert (0,1 M fosfat; 1 mM EDTA, pH 7,0). Spektrofotometriska analyser for
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betalaktamas utfors for att mata férandringar i vaglangd vid 486 nm. Den molara extinktionskoefficienten for
nitrocefin vid den har vaglangden &r 20 500. Testa prover av den fardiga produkten for prestanda med
kontrollkulturer.

Bibliografi
1. Public Health England. 2018. “Identification of Campylobacter Species.” UK Standards for Microbiology
Investigations.

Symbolfdrklaring

Symbol Forklaring

Katalognummer

Medicinteknisk produkt
for in vitro-diagnostik

Batchkod

Temperaturgrans

Utgangsdatum

Skyddas fran solljus

Ateranvand inte

Lé&s bruksanvisningen
eller den elektroniska
bruksanvisningen

Innehaller tillrackligt med
material for <n> tester

®
CLi]
v i
wl

férpackningen ar skadad
och las bruksanvisningen

Tillverkare

Auktoriserad representant
i Europeiska
gemenskapen/Europeisk
a unionen

CE-markning

Beddmning av
Overensstammelse i
Storbritannien

Unik enhetsidentifierare

Importér — Anvands for att
ange den enhet som
importerar den
medicintekniska
produkten. Galler
Europeiska unionen

Made in the

United Kingdom Tillverkad i Storbritannien
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