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Pokyny vam poskytne mistni zastupce spolecnosti BD. / Kontakt den lokale BD repraesentant for
at fa instruktioner. / Kasutusjuhiste suhtes kontakteeruge oma kohaliku BD esindajaga. / Um
Anleitungen zu erhalten, wenden Sie sich bitte an lhren BD-Kundendienst. / EmikoivwvioTe
pE TOV TOMIKG avTiTipécwtro TG BD yix odnyieg. / A hasznalati utasitast kérje a BD helyi
képviseletétdl. / Contattare il rappresentante BD di zona per ottenere il foglietto illustrativo. /
Naudojimo instrukcijy teiraukités vietos BD jgaliotojo atstovo. / Kontakt din lokale BD-
representant for mer informasjon. / Aby uzyskac¢ instrukcje uzytkowania, skontaktuj sie z
lokalnym przedstawicielstwem BD. / Contacte o seu representante local da BD para obter
instrugdes. / InStrukcie ziskate u miestneho zastupcu spolocnosti BD. / Kontakta lokal
Becton Dickinson-representant for anvisningar. / CBbpiKeTe ce ¢ MeCTHUA NpeacTaBUTeNn
Ha BD 3a uHcTpyksum. / Contactati reprezentantul dumneavoastrd local BD pentru
instructiuni. / Talimatlar igin yerel BD temsilcilerinize danigin. / Obratite se svom lokalnom
predstavniku kompanije BD za uputstva./ Ina nony4yeHns UHCTPYKLKIA CBAXKETECh C MECTHbIM
npeactaBuTenem komnaHuun BD. / ©3iHi3aiH xeprinikti BL ekiniHe xyriHin Hyckay anbiHbI3. /
Kontaktiraj lokalnog predstavnika BD za upute.

INTENDED USE

BBL™ Indole Reagent Droppers (modified Kovacs' reagent) are used in determining the ability
of bacteria to produce indole by the deamination of tryptophan.

SUMMARY AND EXPLANATION

The production of indole has been widely used as an aid in differentiating certain genera and
species within the same genus.

Indole Reagent may be used for tube or extraction procedures or with a variety of biochemical
kits requiring Kovacs' or Ehrlich’s reagents.1.2

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

PRINCIPLES OF THE PROCEDURE

A positive reaction indicates the presence of the enzyme tryptophanase that reacts with
tryptophan to produce indole. The indole produced reacts in the acid medium with
p-dimethylaminobenzaldehyde of the indole test reagent to form a quinoidal red-violet
compound.

REAGENTS

Indole Reagent Droppers contain 0.5 mL of 5% p-dimethylaminobenzaldehyde dissolved in a
solution of 25% hydrochloric acid and 75% isobutyl alcohol.

Warnings and Precautions:

For in vitro Diagnostic Use.

Follow proper laboratory procedures in handling and disposing of infectious materials. Indole
reagent is very acidic. Avoid contact with the skin. Rinse thoroughly with water if spilled.
Causes burns. Irritating to respiratory system. In case of contact with eyes, rinse immediately
with plenty of water and seek medical advice. In case of accident or if you feel unwell, seek
medical advice immediately (show the label where possible).

Storage Instructions: Store at room temperature 15 - 30°C (59 — 86°F). Protect from light.
Product Deterioration: This reagent is hermetically sealed in an ampule, which affords
protection of the solution from chemical instability until the expiration date. Change in color
of the reagent from light yellow to brown indicates improper storage, which may cause weaker
reactions.

PROCEDURE

Material Provided: Indole Reagent Droppers.

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

Test Procedures and Results:

To use Indole Reagent Droppers, hold upright and POINT TIP AWAY FROM YOURSELF. Grasp the
middle with thumb and forefinger and squeeze gently to break glass ampule inside the
dropper. Caution: Break ampule close to its center one time only. Do not manipulate dropper
any further as the plastic may puncture and injury may occur. Tap the bottom on the tabletop
a few times. When ready for use, invert for convenient drop-by-drop dispensing of reagent for
the required test procedure.

A. Rapid Tube Method (Arnold and Weaver)3

1. Heavily inoculate a pure culture of organisms to be tested into 1 mL of prewarmed
broth of 0.03% tryptophan, 0.1% peptone, and 0.5% dipotassium phosphate (K,HPO,)
in purified water. Broth should be adjusted to pH 7.4 - 7.8.

2. Incubate tubes in 35 - 37°C water bath for 2 h.

Add contents of one reagent dropper.

4. The appearance of a red ring at the surface of the broth within 30 sec indicates a

positive reaction for indole production. A yellow color is negative.
B. Standard Tube Method

1. Inoculate a pure culture of the organism to be tested into a culture tube containing
4 mL of Trypticase™ Soy Broth.

2. Incubate for 18 - 24 h at 35 - 37°C.

Add the contents of one reagent dropper. Shake gently.

4. The appearance of a red ring at the surface of the broth within 30 sec indicates a positive
reaction for indole production. A yellow color is negative. Note: For a more sensitive
reaction, 1 -2 mL of the culture should be aseptically removed from the culture tube and
incubated for an additional 24 h. Retest. A negative reaction at 48 h indicates indole has
not been produced.

C. Extraction with Xylene

1. Inoculate a pure culture of the organism to be tested into 4 mL of appropriate test
medium. For Enterobacteriaceae use BBL Tryptophan (Trypticase) 1% Solution. For others
use BBL Indole Nitrite Medium.

2. Incubate for 18 - 24 h at 35 - 37°C.

Add 1 mL of xylene. Mix well.
4. When layers have begun to separate, add the contents of one Indole Reagent Dropper.
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5. The appearance of a red ring at the surface of the xylene within 30 sec indicates a
positive reaction for indole production. A yellow color is negative. Note: For a more
sensitive reaction, 1 — 2 mL of the culture should be aseptically removed from the
culture tube and incubated for an additional 24 h. Retest. A negative reaction at 48 h
indicates indole has not been produced.

D. Other Methods: Indole Reagent Droppers may be used in modifications of the indole test
which employ Kovacs’ or Ehrlich’s indole reagent. For spot tests use BBL DMACA Indole

Reagent Droppers.

User Quality Control:
1. Examine the reagent for signs of deterioration (See “Product Deterioration”).

2. Positive (Escherichia coli ATCC™ 25922) and negative (Klebsiella pneumoniae ATCC 33495)
controls should be run simultaneously with the organism to be tested.

Quality control requirements must be performed in accordance with applicable local, state
and/or federal regulations or accreditation requirements and your laboratory’s standard
Quality Control procedures. It is recommended that the user refer to pertinent NCCLS guidance
and CLIA regulations for appropriate Quality Control practices.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Allow at least 30 sec for the color to develop before considering the indole reagent test
negative. Pigmented organisms may yield ambiguous results.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS#

Miller and Wright tested Kovacs indole reagent, p-dimethylaminobenzaldehyde (DMABA),
Ehrlich indole reagent and p-dimethylaminocinnamaldehyde (DMACA) as spot indole reagents
to test 359 strains of gram-negative rods growing on sheep blood agar (SBA), Trypticase™ Soy
Agar (TSA) and MacConkey Agar (MACQ). All reagents were an accurate detector of indole
production by members of the Enterobacteriaceae, with the exception of Providencia
alcalifaciens, when organisms were taken from SBA or TSA, but not from MAC. In addition, the
overall reactivity of the spot indole procedure with 183 known indole-positive control strains
was evaluated. These results are summarized in the table below.

Reagent No. of positive detected / No. of positive controls (% positive)
SBA TSA MAC
Kovacs 156/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
DMABA 156/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
Ehrlich 155/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
DMACA 183/183 (100) 183/183 (100) 42/183 (23)
AVAILABILITY

Cat No. Description
261185 BBL™ Indole Reagent Droppers, packaged 50 droppers/carton.

REFERENCES
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Manual of clinical microbiology, 5th ed. American Society for Microbiology, Washington, D.C.

2. Shigel, J. 1992. Test methods used in the identification of commonly isolated aerobic gram-
negative bacteria. Part 1, Indole test, p. 1.19.13-1.19.16. In H.D. Isenberg (ed.), Clinical
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4. Miller, J.M., and J.W. Wright. 1982. Spot indole test: evaluation of four reagents. J. Clin.
Microbiol. 4:589-592.
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Francais
APPLICATION

Les BBL Indole Reagent Droppers (compte-gouttes du réactif de I'indole - réactif de Kovacs
modifié) servent a déterminer la capacité des bactéries a produire de I'indole par désamination du
tryptophane.

RESUME ET EXPLICATION

La production d'indole a été largement utilisée comme moyen de différenciation de certains
genres, et de certaines espéces au sein d'un méme genre.

Le réactif de I'indole peut servir a des méthodes en tube a essai ou par extraction, ou a toute une
gamme de tests biochimiques nécessitant les réactifs de Kovacs ou d'Ehrlich.1.2

Chaque compte-gouttes reste bon a utiliser pendant 24 h une fois I'ampoule brisée.

PRINCIPES DE LA METHODE

Une réaction positive indique la présence de I'enzyme tryptophanase qui réagit avec le
tryptophane et produit de I'indole. L'indole ainsi produit réagit dans le milieu acide avec le
diméthylamino-p benzaldéhyde du réactif du test de I'indole et forme un composé quinoide
rouge-violet.

REACTIFS

Les Indole Reagent Droppers contiennent 0,5 mL de diméthylamino-p benzaldéhyde 5 %
dissout dans une solution a 25 % d'acide chlorhydrique et a 75 % d'alcool isobutylique.
Avertissements et précautions :

Réservé au diagnostic in vitro.

Appliquer les procédures de laboratoire en vigueur pour manipuler et jeter tout matériau
infectieux. Le réactif de l'indole est trés acide. Eviter tout contact avec la peau. Rincer
soigneusement a |'eau en cas de déversement.

Provoque des bralures. Irritant pour les voies respiratoires. En cas de projection dans les yeux,
laver immédiatement a grande eau et consulter un spécialiste. En cas d'accident ou de malaise,
consulter immédiatement un médecin (si possible lui montrer I'étiquette).

Instructions pour la conservation : Conserver a température ambiante (15 - 30 °C). Garder a
I'abri de la lumiere.

Détérioration du produit : Ce réactif est hermétiquement scellé dans une ampoule assurant
une protection contre une instabilité chimique de la solution jusqu'a la date de péremption.
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Tout virement de couleur du réactif du jaune pale au marron est synonyme de conditions de
conservation inappropriées, ce qui peut donner lieu a des réactions affaiblies.

METHODE
Matériaux fournis : Indole Reagent Droppers.

Matériaux requis mais non fournis : Milieux de culture auxiliaires, réactifs, organismes de
contréle de qualité et matériel de laboratoire requis par cette procédure.

Mode opératoire du test et résultats :

Pour utiliser un Indole Reagent Dropper, le tenir verticalement et POINTER L'EXTREMITE A
L'OPPOSE DE SOI. Saisir le milieu entre le pouce et I'index et presser doucement pour casser
I'ampoule a l'intérieur du compte-gouttes. Attention : Briser I'ampoule en son centre une fois
seulement. Ne pas manipuler davantage le compte-gouttes car le plastique pourrait se percer et
le bris de verre pourrait occasionner des blessures. Tapoter le fond du compte-gouttes sur la
paillasse plusieurs fois. Quand il est prét a I'emploi, I'inverser pour pouvoir faire couler le réactif
goutte a goutte conformément au mode opératoire du test.
A. Méthode en tube rapide (Arnold et Weaver)3
1. Ensemencer une forte dose de culture pure des organismes a tester dans 1 mL de bouillon
préchauffé a 0,03 % de tryptophane, 0,1 % de peptone et 0,5 % de phosphate de
potassium dipotassique (K,HPO,4) dans de I'eau purifiée. Le pH du bouillon doit étre ajusté
apH74-78.
2. Incuber les tubes dans un bain-marie a tubes a 35 — 37 °C pendant 2 h.
Ajouter le contenu d'un compte-gouttes de réactif.
L'apparition d'un anneau rouge a la surface du bouillon dans les 30 secondes signale une
réaction positive pour la production d'indole. Une couleur jaune correspond a une réaction
négative.
B. Méthode en tube standard

1. Ensemencer une culture pure de I'organisme a tester dans un tube de culture contenant
4 mL de bouillon de Trypticase Soy Broth.

2. Incuber pendant 18 a24 h a 35-37 °C.
Ajouter le contenu d'un compte-gouttes de réactif. Agiter doucement.

L'apparition d'un anneau rouge a la surface du bouillon dans les 30 secondes signale une
réaction positive pour la production d'indole. Une couleur jaune correspond a une réaction
négative. Remarque : Pour obtenir une réaction plus sensible, il faut prélever de maniére
aseptique 1 — 2 mL de culture dans le tube de culture et incuber pendant 24 h
suppplémentaires.Tester de nouveau. Une réaction négative aprés 48 h montre qu'aucun
indole n'a été produit.

C. Extraction au xyléne

1. Ensemencer une culture pure de l'organisme a tester dans 4 mL du milieu de test
approprié. Pour les Enterobacteriaceae utiliser une solution a 1 % de tryptophane
(Trypticase) BBL. Pour les autres, utiliser le milieu BBL Indole Nitrite.

2. Incuber pendant 18 - 24 h a 35-37 °C.
Ajouter 1 mL de xyléne. Bien mélanger.

Quand les couches ont commencé a se séparer, ajouter le contenu d'un compte-gouttes du
réactif de l'indole.

5. L'apparition d'un anneau rouge a la surface du xyléne dans les 30 secondes signale une
réaction positive pour la production d'indole. Une couleur jaune correspond a une réaction
négative. Remarque : Pour obtenir une réaction plus sensible, il faut prélever de maniere
aseptique 1 — 2 mL de culture dans le tube de culture et incuber pendant 24 h
supplémentaires.Tester de nouveau. Une réaction négative aprés 48 h montre qu'aucun
indole n'a été produit.

D. Autres méthodes : Les Indole Reagent Droppers peuvent servir a des variantes du test de

I'indole qui utilisent le réactif de Kovacs ou celui d'Ehrlich. Pour les tests a taches, utiliser les

BBL DMACA Indole Reagent Droppers.

Controle de qualité par I'utilisateur :

1. Inspecter la solution colorante a la recherche de signes de détérioration (voir
" Détérioration du produit ").

2. Les controles positifs (Escherichia coli ATCC 25922) et négatifs (Klebsiella pneumoniae ATCC
33495) doivent étre exécutés avec I'organisme a tester simultanément.

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 NCCLS et la réglementation CLIA concernées pour plus d'informations
sur les modalités de contréle de qualité.
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LIMITES DE LA PROCEDURE

Accorder au moins 30 sec a la coloration pour se développer avant de considérer que le test de
I'indole est négatif. Les organismes pigmentés peuvent donner des résultats ambigus

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES*

Miller et Wright ont testé le réactif de I'indole Kovacs, le diméthylamino-p benzaldéhyde (DMABA),
le réactif de I'indole Ehrlich et le p-dimethylaminocinnamaldéhyde (DMACA) en tant que réactifs de
I'indole dans des tests a taches portant sur 359 souches de bacilles Gram négatifs se développant sur
la gélose du sang de mouton (SBA), sur la gélose de Trypticase de soja (TSA) et sur la gélose de
MacConkey (MAQ). Tous les réactifs ont détecté avec précision la production d'indole par les espéces
du genre Enterobacteriaceae, a I'exception de Providencia alcalifaciens, lorsque les organismes
étaient prélevés sur la gélose SBA ou TSA, mais non sur la gélose MAC. De plus, la réactivité globale
de la méthode du test a taches de I'indole sur 183 souches de contréle positives a I'indole connues
a été testée. Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Réactif Nbre détections positives / Nbre contréles positifs (% positifs)
SBA TSA MAC
Kovacs 156/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
DMABA 156/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
Ehrlich 155/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
DMACA 183/183 (100) 183/183 (100) 42/183 (23)
CONDITIONNEMENT
No réf. Description

261185 BBL Indole Reagent Droppers, 50 compte-gouttes emballés/carton.
REFERENCES : voir la rubrique “References” du texte anglais.
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Deutsch
VERWENDUNGSZWECK
BBL Indole Reagent Droppers (Tropfpipetten fur Indol-Reagenz) mit modifiziertem Kovacs-
Reagenz dienen zum Nachweis der Fahigkeit von Bakterien, durch Desaminierung von
Tryptophan Indol zu bilden.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Die Indolbildung ist ein weit verbreitetes Hilfsmittel fur die Differenzierung von bestimmten
Gattungen und Spezies innerhalb desselben Genus.

Das Indol-Reagenz kann entweder bei Réhrchen- bzw. Extraktionsverfahren oder mit einer
Reihe verschiedener biochemischer Kits, welche Kovacs- oder Ehrlich-Reagenz erfordern,
verwendet werden. 1.2

Jede Tropfpipette innerhalb eines Tages nach Bruch der Ampulle verbrauchen.

VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Eine positive Reaktion weist auf das Vorhandensein des Enzyms Tryptophanase hin, das mit
Tryptophan reagiert und Indol bildet. Das entstandene Indol reagiert im sauren Medium mit
dem im Indol-Testreagenz enthaltenen p-Dimethylaminobenzaldehyd, wobei eine
chinoidinartige rotviolette Verbindung entsteht.

REAGENZIEN

BBL Indole Reagent Droppers (Tropfpipetten fur Indol-Reagenz) enthalten 0,5 mL 5%iges
p-Dimethylaminobenzaldehyd, das in einer Losung aus 25%iger Salzsdure und 75%igem
Isobutanol gelost ist.

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen:

In-vitro-Diagnostikum.

Die geltenden Laborvorschriften zur Handhabung und Entsorgung infektiéser Materialien
beachten. Das Indol-Reagenz ist stark sauer. Berlihrung mit der Haut vermeiden. Bei Verschutten
grundlich mit Wasser spulen.

Verursacht Veratzungen. Reizt die Atmungsorgane. Bei Bertihrung mit den Augen sofort mit
reichlich Wasser abspulen und Arzt konsultieren. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen
(wenn moglich dieses Etikett vorzeigen).

Aufbewahrung: Bei Raumtemperatur (15 — 30 °C) lagern. Vor Licht schitzen.

Haltbarkeit des Produkts: Dieses Reagenz befindet sich in einer hermetisch verschlossenen
Ampulle, welche die Lésung bis zum Verfallsdatum vor chemischer Instabilitat schutzt. Ein
Farbumschlag des Reagenzes von hellgelb zu braun weist auf unsachgeméaBe Lagerung hin und
kann zu schwécheren Reaktionen fuhren.

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial: BBL Indole Reagent Droppers.

Bendétigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Zusatzliche Kulturmedien,
Reagenzien, Qualitatskontrollorganismen und Laborgerate, die fur dieses Verfahren benétigt
werden.

Testverfahren und Ergebnisse:
BBL Indole Reagent Droppers (Tropfpipetten fur Indol-Reagenz) senkrecht halten. DABEI MUSS
DIE SPITZE VOM ANWENDER WEGWEISEN. Die Mitte zwischen Daumen und Zeigefinger fassen
und leicht zusammendruicken, bis die glaserne Ampulle in der Tropfpipette bricht. Vorsicht: Die
Ampulle nur ein Mal in der Mitte brechen. Die Tropfpipette anschlieBend nicht weiter
manipulieren, da dabei der Kunststoff punktiert werden und es zu Verletzungen kommen
kann. Mit dem unteren Ende mehrmals auf die Arbeitsflache klopfen. Unmittelbar vor
Gebrauch tberkopfdrehen, um die tropfenweise Reagenzienabgabe fur den vorgesehenen
Test zu ermoglichen.
A. Roéhrchenschnelltest-Methode (Arnold und Weaver)3
1. Eine vorgewarmte N&hrbouillon (1 mL) aus 0,03 % Tryptophan, 0,1 % Pepton und
0,5 % Dikaliumphosphat (K2HPO4) in destilliertem Wasser reichlich mit einer
Reinkultur des Testorganismus inokulieren. Die Nahrbouillon sollte auf einen pH-Wert
von 7,4 - 7,8 eingestellt werden.
2. Die Réhrchen 2 h lang im Wasserbad bei 35 — 37 °C inkubieren.
Den Inhalt einer Tropfpipette hinzugeben.
4. Die Ausbildung eines roten Ringes an der Oberflache der Nahrbouillon innerhalb von
30 sec bedeutet eine positive Reaktion, d.h. Indolbildung. Bei gelber Farbe ist die
Reaktion negativ.
B. Standard-Roéhrchen-Methode

1. Ein Kulturréhrchen mit 4 mL Trypticase-Soja-Bouillon mit einer Reinkultur des
Testorganismus inokulieren.
2. Bei35-37°C 18- 24 h lang inkubieren.
Den Inhalt einer Tropfpipette hinzufugen. Behutsam schutteln.
Die Ausbildung eines roten Ringes an der Oberflache der Nahrbouillon innerhalb von
30 sec bedeutet eine positive Reaktion, d.h. Indolbildung. Bei gelber Farbe ist die
Reaktion negativ. Hinweis: Wird eine empfindlichere Reaktion gewtinscht, 1 — 2 mL der
Kultur unter aseptischen Bedingungen aus dem Kulturréhrchen entnehmen, weitere
24 h. lang inkubieren und erneut testen. Eine negative Reaktion nach 48 Std. bedeutet
das Ausbleiben der Indolbildung.
C. Extraktion mit Xylol
1. Ein geeignetes Testmedium (4 mL) mit einer Reinkultur des Testorganismus

inokulieren. Fur Enterobacteriaceae eine Losung mit 1 % BBL Tryptophan (Trypticase)
verwenden. Fur andere Mikroorganismen BBL Indole Nitrite Medium verwenden.

2. Bei35-37°C18-24 h lang inkubieren.
Xylol (1 mL) hinzufugen. Gut durchmischen.

Nach Beginn der Schichtentrennung den Inhalt einer Indole Reagent Dropper-
Tropfpipette fur Indol-Reagenz hinzugeben.

5. Die Ausbildung eines roten Ringes an der Xyloloberflache innerhalb von 30 Sek.
bedeutet eine positive Reaktion, d.h. Indolbildung. Bei gelber Farbe ist die Reaktion
negativ. Hinweis: Wird eine empfindlichere Reaktion gewiinscht, 1 - 2 mL der Kultur
unter aseptischen Bedingungen aus dem Kulturréhrchen entnehmen, weitere 24 h
lang inkubieren und erneut testen. Eine negative Reaktion nach 48 Std. bedeutet das
Ausbleiben der Indolbildung.
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D. Andere Methoden: BBL Indole Reagent Droppers (Tropfpipetten fur Indol-Reagenz)
kénnen fur modifizierten Indol-Testverfahren, welche das Kovacs- oder Ehrlich-Indol-
Reagenz erfordern, verwendet werden. Fur Tupfelanalysen BBL DMACA Indole Reagent
Droppers (DMACA-Tropfpipetten fur Indol-Reagenz) verwenden.

Qualitatskontrolle durch den Anwender
1. Das Reagenz auf Anzeichen von Verfall untersuchen (siehe "Haltbarkeit des Produkts").

2. Positive (Escherichia coli [ATCC 25922]) und negative (Klebsiella pneumoniae [ATCC 33495])
Kontrollen sollten gleichzeitig mit dem Testorganismus getestet werden.

Es sind die geltenden gesetzlichen und behérdlichen und in den Akkreditierungsbedingungen
festgelegten Vorschriften zur Qualitatskontrolle sowie die laborinternen Standardvorgaben
zur Qualitatskontrolle zu beachten. Anwender sollten die relevanten NCCLS-Dokumente und
CLIA-Vorschriften Uber geeignete Testverfahren zur Qualitatskontrolle einsehen.

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Vor der Bewertung des Indol-Reagenz-Tests als negativ mindestens 30 sec auf einen
Farbumschlag warten. Pigmentierte Mikroorganismen kénnen zu zweideutigen Ergebnissen
fuhren.

LEISTUNGSMERKMALE4

Miller und Wright untersuchten Kovacs-Indol-Reagenz, p-Dimethylaminobenzaldehyd
(DMABA), Ehrlich-Indol-Reagenz und p-Dimethylaminocinnamaldehyd (DMACA) als Indol-
Reagenzien fiur Tupfelanalysen und testeten 359 Stamme kultivierter gramnegativer Stdbchen
auf Schafsblut-Agar (SBA), Trypticase-Soja-Agar (TSA) und MacConkey-Agar (MAC). Alle
Reagenzien erwiesen sich als korrekte Detektoren der Indolbildung durch Enterobacteriaceae,
mit Ausnahme von Providencia alcalifaciens, wenn die Mikroorganismen von SBA- oder TSA-
Medien, jedoch nicht von MAC-Medien stammten. AuBerdem wurde die Gesamtreaktivitat des
Tupfelanalyse-Verfahrens fur Indol mit 183 bekanntermaBen indol-positiven Kontrollstdmmen
beurteilt. Diese Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Reagenz Anzahl der nachgewiesenen Positiven/Anzahl der positiven
Kontrollen (% positiv)
SBA TSA MAC
Kovacs 156/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
DMABA 156/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
Ehrlich 155/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
DMACA 183/183 (100) 183/183 (100) 42/183 (23)

LIEFERBARE PRODUKTE

Best.-Nr.  Beschreibung
261185 BBL Indole Reagent Droppers, 50 Pipetten pro Karton.

LITERATUR S. “References” im englischen Text.

& BD Indole Reagent Droppers

Italiano
USO PREVISTO

| BBL Indole Reagent Droppers (dropper BBL di reagente indolo) (reagente di Kovacs
modificato) sono usati per determinare la capacita dei batteri di produrre indolo mediante
deaminizzazione del triptofano.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

La produzione di indolo & ampiamente usata come ausilio nella differenziazione di alcuni
generi e specie nell'ambito dello stesso genere.

Il reagente indolo pud essere usato per procedure di estrazione o in provetta oppure con
svariati kit biochimici che richiedono reagenti di Kovacs o di Ehrlich.1.2

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

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

Una reazione positiva indica la presenza dell'enzima triptofanasi che reagisce con il triptofano
producendo indolo. L'indolo cosi prodotto reagisce nel terreno acido con la
p-dimetilaminobenzaldeide del reagente per il test dell'indolo formando un composto chinoide
rosso-violetto.

REAGENTI

| dropper di reagente indolo contengono 0,5 mL di p-dimetilaminobenzaldeide al 5% dissolta
in una soluzione di acido cloridrico al 25% e alcol isobutilico al 75%.

Avvertenze e precauzioni

Per uso diagnostico in vitro.

Manipolare e smaltire tutti i materiali infetti in conformita alla prassi di laboratorio. Il reagente
indolo & molto acido. Evitare il contatto con la pelle. In caso di versamenti accidentali,
sciacquare abbondantemente con acqua.

Provoca ustioni. Irritante per le vie respiratorie. In caso di contatto con gli occhi, lavare
immediatamente e abbondantemente con acqua e consultare un medico. In caso di incidente
o di malessere consultare immediatamente il medico (se possibile, mostrargli I'etichetta).
Modalita di conservazione - Conservare a temperatura ambiente (15 - 30 °C). Proteggere dalla
luce.

Deterioramento del prodotto - Questo reagente & ermeticamente sigillato in una fiala che
protegge la soluzione da instabilita chimiche fino alla data di scadenza. Il viraggio del reagente
da giallo a marrone indica condizioni di conservazione inappropriate, che possono dar luogo a
reazioni piu deboli.

PROCEDURA

Materiale fornito - Indole Reagent Droppers

Materiali necessari ma non forniti - Terreni di coltura accessori, reagenti, microrganismi per
controllo di qualita e apparecchiature di laboratorio necessarie per questa procedura.
Procedura del test e risultati

Tenere il dropper di reagente indolo in posizione verticale RIVOLGENDONE LA PUNTA IN DIREZIONE
OPPOSTA A SE. Stringere delicatamente la parte centrale con il pollice e I'indice per rompere la fiala
di vetro dentro il dropper. Attenzione - Spezzare la fiala in prossimita del centro una volta sola. Non
manipolare ulteriormente il dropper in quanto la plastica potrebbe perforarsi e provocare lesioni.
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Picchiettare alcune volte il fondo del dropper sul piano di lavoro. Una volta pronto per I'uso,
capovolgere il dropper per facilitare la dispensazione goccia a goccia del reagente per la procedura
di test richiesta.

A. Metodica rapida in provetta (Arnold e Weaver)3

1. Inoculare abbondantemente una coltura pura di microrganismi da testare in 1 mL di
brodo preriscaldato di triptofano allo 0,03%, peptone allo 0,1% e fosfato dipotassico
allo 0,5% (K2HPO4) in acqua purificata. Correggere e portare il pH del brodo a
74-178.

2. Incubare le provette a bagnomaria a 35 — 37 °C per 2 h.

Dispensare il contenuto di un dropper di reagente.

4. La comparsa di un anello rosso sulla superficie del brodo entro 30 sec indica una
reazione positiva per la produzione di indolo. Una colorazione gialla indica una
reazione negativa.

B. Metodica con provetta standard

1. Inoculare una coltura pura del microrganismo da testare in una provetta di coltura
contenente 4 mL di Trypticase Soy Broth.
2. Incubare per 18 - 24 h a 35 - 37 °C.
Dispensare il contenuto di un dropper di reagente. Agitare delicatamente.
La comparsa di un anello rosso sulla superficie del brodo entro 30 sec indica una
reazione positiva per la produzione di indolo. Una colorazione gialla indica una
reazione negativa. Nota - Per avere una reazione piu sensibile, rimuovere in asepsi
1 -2 mL della coltura dalla provetta apposita e incubare per altre 24 h. Ritestare. Una
reazione negativa dopo 48 h indica che non é stato prodotto indolo.
C. Estrazione con xilene
1. Inoculare una coltura pura del microrganismo da testare in 4 mL di terreno per test
appropriato. In caso di Enterobacteriaceae, usare la soluzione BBL Tryptophan
(Trypticase) 1% Solution. Per altri microrganismi, usare il terreno BBL Indole Nitrite
Medium.
2. Incubare per 18 -24 h a 35-37 °C.
Dispensare 1 mL di xilene. Mescolare accuratamente.

Una volta iniziata la separazione tra gli strati, dispensare il contenuto di un dropper di
reagente indolo.

5. La comparsa di un anello rosso sulla superficie dello xilene entro 30 sec indica una
reazione positiva per la produzione di indolo. Una colorazione gialla indica una
reazione negativa. Nota - Per avere una reazione piu sensibile, rimuovere in asepsi
1 -2 mL della coltura dalla provetta apposita e incubare per altre 24 h. Ritestare. Una
reazione negativa dopo 48 h indica che non e stato prodotto indolo.

D. Altre metodiche - | dropper di reagente indolo possono essere usati in procedure
modificate del test dell'indolo in cui si impiega il reagente indolo di Kovacs o di Ehrlich. In
caso di spot test, usare i BBL DMACA Indole Reagent Droppers.

w
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Controllo di qualita a cura dell'utente

1. Verificare che il reagente non presenti segni di deterioramento (vedere "Deterioramento
del prodotto").

2. Analizzare i controlli positivo (Escherichia coli ATCC 25922) e negativo (Klebsiella
pneumoniae ATCC 33495) contemporaneamente al microrganismo da testare.

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 NCCLS in merito.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

Prima di considerare negativo il test del reagente indolo, attendere lo sviluppo della colorazione
almeno 30 sec. Microrganismi pigmentati possono produrre risultati ambigui.

PERFORMANCE4

Miller e Wright hanno analizzato il reagente indolo di Kovacs, p-dimetilaminobenzaldeide
(DMABA), il reagente indolo di Ehrlich e p-dimetilamminocinnamaldeide (DMACA) come reagenti
indolo spot per testare 359 ceppi di bacilli gram-negativi cresciuti in agar sangue di montone (SBA),
Trypticase Soy Agar (TSA) e MacConkey Agar (MAC). Tutti i reagenti sono risultati rilevatori accurati
della produzione di indolo da parte di membri della famiglia delle Enterobacteriaceae, a eccezione
di Providencia alcalifaciens, allorché i microrganismi sono stati prelevati da SBA o TSA, ma non da
MAC. E stata inoltre valutata la reattivita complessiva della procedura indolo spot con 183 ceppi di
controllo conosciuti indolo-positivi. La tabella seguente riassume i risultati ottenuti.

Reagente N. di positivi rilevati / N. di controlli positivi (% positivi)
SBA TSA MAC
Kovacs 156/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
DMABA 156/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
Ehrlich 155/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
DMACA 183/183 (100) 183/183 (100) 42/183 (23)
DISPONIBILITA

N. di cat.  Descrizione
261185 BBL Indole Reagent Droppers, 50 dropper/confezione

BIBLIOGRAFIA: Vedere “References” nel testo inglese.

& BD Indole Reagent Droppers

Espafiol
USO PREVISTO

BBL Indole Reagent Droppers (reactivo Kovacs modificado) se utilizan en la determinacion de la
capacidad de las bacterias para producir indol mediante la desaminacion de triptéfano.

RESUMEN Y EXPLICACION

La produccion de indol ha sido utilizada ampliamente como una ayuda para la diferenciacion
de algunos géneros y especies del mismo género.

Indole Reagent puede ser utilizado en los procedimientos de tubo de ensayo o de extraccion,
o con diversos equipos bioquimicos que precisan el uso de los reactivos de Kovacs o Ehrlich.2,

Cada dropper tiene un periodo de validez de un dia después de romper la ampolla.
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PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Una reaccion positiva indica la presencia de la enzima triptofanasa que reacciona con el triptéfano
para producir indol. El indol producido reacciona en medio acido con el
p-dimetilaminobenzaldehido del reactivo de la prueba de indol para formar un compuesto
quinoidal de color rojo violeta.

REACTIVOS

Indole Reagent Droppers contienen 0,5 mL de 5% de p-dimetilaminobenzaldehido disuelto en
una solucién de 25% de &cido clorhidrico y 75% de alcohol isobutilico.

Advertencias y precauciones:

Para uso diagnéstico in vitro.

Seguir el procedimiento de laboratorio que ha sido establecido para la manipulacién y desecho
de materiales infecciosos. Indole reagent es muy acido. Evitar el contacto con la piel. Si se
derrama, enjuagar con abundante agua.

Provoca quemaduras. Irrita las vias respiratorias. En caso de contacto con los ojos, lavar
inmediatamente con agua abundante y acudir a un médico. En caso de accidente o malestar,
acudir inmediatamente al médico (si es posible, mostrarle la etiqueta).

Instrucciones para el almacenamiento: Conservar a temperatura ambiente (15 a 30 °C). Proteger
de la luz.

Deterioro del producto: Este reactivo esta sellado herméticamente en una ampolla, que protege
la solucién contra la inestabilidad quimica hasta la fecha de caducidad. El cambio de color del
reactivo de amarillo palido a café indica un almacenamiento inadecuado, lo que puede causar
reacciones mas débiles.

PROCEDIMIENTO

Material suministrado: Indole Reagent Droppers.

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

Procedimientos y resultados de fueron analisis:

Al usar Indole Reagent Droppers, sostenerlo verticalmente CON LA PUNTA DIRIGIDA HACIA
AFUERA. Sujetar el envase por la parte media entre el pulgar y el dedo indice y apretarlo con
cuidado para romper la ampolla dentro del dropper. Precauciéon: Romper una sola vez la ampolla
cerca de su parte central. No manipular mas el dropper, porque puede perforarse el plastico y
causar lesiones. Golpear suavemente unas cuantas veces la parte inferior del envase sobre la mesa.
Cuando esté listo para utilizarse, invertir el dropper para poder dispensar cdmodamente el
reactivo gota a gota.

A. Método de tubo rapido (Arnold y Weaver)3

1. Inocular una muestra abundante de un cultivo puro de los organismos a analizar en
1 mL de caldo precalentado de 0,03% de triptéfano, 0,1% de peptona y 0,5% de
fosfato dipotasico (K2HPO4) en agua purificada. Se debe ajustar el pH del caldo a
7,4-178.

2. Incubar los tubos en un bafio de Maria a 35 - 37 °C durante 2 h.

Agregar a los tubos el contenido de un dropper de reactivo.

La presencia de un anillo rojo en la superficie del caldo a los 30 seg indica una reaccién
positiva a la produccion de indol. Un color amarillo es negativo.

B. Método de tubo estandar

1. Inocular un cultivo puro del organismo a analizar en un tubo de cultivo que contiene
4 mL de caldo de soja Trypticase.

2. Incubar durante 18 - 24 h a 35 - 37 °C.

Agregar al tubo el contenido de un dropper de reactivo. Agitar suavemente.

La presencia de un anillo rojo en la superficie del caldo a los 30 seg indica una reacciéon
positiva a la produccién de indol. Un color amarillo es negativo. Nota: Para obtener
una reaccién mas sensible, se deben extraer asépticamente de 1 — 2 mL de cultivo del
tubo e incubarlo 24 h mas. Repetir la prueba. Una reaccién negativa a las 48 h indica
que no se ha producido indol.

C. Extraccion con xileno

1. Inocular un cultivo puro del organismo a analizar en 4 mL de un medio de analisis
apropiado. Para Enterobacteriaceae usar BBL Tryptophan (Trypticase) 1% Solution.
Para otros, usar BBL Indole Nitrite Medium.

2. Incubar durante 18 - 24 h a 35 - 37 °C.

3. Agregar 1 mL de xileno. Mezclar bien.

Cuando las capas empiecen a separarse, agregar el contenido de un Indole Reagent
Dropper.

5. La presencia de un anillo rojo en la superficie del xileno a los 30 seg indica una reaccién
positiva a la produccién de indol. Un color amarillo es negativo. Nota: Para obtener
una reaccion mas sensible, se deben extraer asépticamente de 1 — 2 mL de cultivo del
tubo e incubarlo 24 h mas. Repetir la prueba. Una reaccién negativa a las 48 h indica
que no se ha producido indol.

D. Otros métodos: Indole Reagent Droppers pueden ser utilizados en las modificaciones de la
prueba de indol que utilizan reactivo de indol de Kovacs o Ehrlich. Para pruebas puntuales
usar BBL DMACA Indole Reagent Droppers.

»ow
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Control de calidad del usuario:

1. Examinar si el reactivo muestra evidencias de deterioro (véase "Deterioro del producto").
2. Se deben llevar a cabo controles positivos (Escherichia coli ATCC 25922) y negativos

(Klebsiella pneumoniae ATCC 33495) junto con los organismos de prueba.

El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o nacional, a los
requisitos de los organismos de acreditacion y a los procedimientos estandar de control de
calidad del laboratorio. Se recomienda consultar las instrucciones de NCCLS y normativas de
CLIA correspondientes para obtener informacion acerca de las practicas adecuadas de control
de calidad.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Dejar reposar al menos 30 seg para que se produzca el cambio de color antes de interpretar la
prueba de indol como negativa. Los organismos pigmentados pueden producir resultados
ambiguos.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO#

Miller y Wright probaron el reactivo de indol Kovacs, p-dimetilaminobenzaldehido (DMABA),
el reactivo de indol Ehrlich y p-dimetilaminocinnamaldehido (DMACA), como reactivos de indol
rapidos para analizar 359 cepas de bacilos gram negativos que crecen en agar de sangre de
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oveja (SBA), agar de soja Trypticase (TSA) y agar MacConkey (MAC). Todos los reactivos
detectaron con exactitud la producciéon de indol generada por los miembros de la especie
Enterobacteriaceae, con la excepcion de Providencia alcalifaciens, en el que los organismos
fueron extraidos de SBA o TSA, pero no de MAC. Ademas, se evalud la reactividad general del
procedimiento de indol rapido con 183 cepas de control con resultado positivo a indol
conocido. Estos resultados se resumen en la tabla a continuacion.

Reactivos N° de positivos detectados / N° de controles positivos
(% positivos)
SBA TSA MAC
Kovacs 156/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
DMABA 156/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
Ehrlich 155/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
DMACA 183/183 (100) 183/183 (100) 42/183 (23)

DISPONIBILIDAD

N° de cat. Descripcion
261185 BBL Indole Reagent Droppers, pqt. de 50 droppers/caja.

REFERENCIAS: Ver “References” en el texto en inglés.
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tester / CvabpKaHneTo € JOCTaTbyHO 3a <n> Tecta / Contine suficient pentru <n> teste /

<n> testleri igin yeterli miktarda igerir / Sadrzaj dovoljan za <n> testova / JloctaTouHo gnsa <n>
TecToB(a) / <n> TecTTepi YILiH XeTkinikTi / Sadrzaj za (n) testova

Consult Instructions for Use / Prostudujte pokyny k pouZziti / Laes brugsanvisningen /
Raadpleeg gebruiksaanwijzing / Lugeda kasutusjuhendit / Tarkista kdyttéohjeista /
Consulter la notice d'emploi / Gebrauchsanweisung beachten / ZuupouAeuteite Tig oonyieg
xpriong / Olvassa el a hasznalati utasitast / Consultare le istruzioni per |'uso / Skaitykite
naudojimo instrukcijas / Se i bruksanvisningen / Zobacz instrukcja uzytkowania / Consulte as
instrugdes de utilizagdo / Pozri Pokyny na pouZivanie / Consultar las instrucciones de uso / Se
bruksanvisningen / Hanpaeete cnpaeka B uHcTpykumuTe 3a ynotpeGa / Consultati instructiunile
de utilizare / Kullanim Talimatlari’na bagvurun / Pogledajte uputstvo za upotrebu / Cm.
PYKOBOACTBO Mo aKkcnnyaTtayuuu / MaiaanaHy HyckaynbiFbiMeH TaHbickin anbiHbi3 / Koristi upute
za upotrebu

Keep away from light / Nevystavujte svétlu / Ma ikke udsaettes for lys / Weghoudvan licht /
Hoida eemal valgusest / Suojattava valolta / Conserver a I'abri de la lumiére / Vor Licht
schiitzen / ®uAGETe To pakpid amé ewg / Fény nem érheti / Tenere al riparo dalla luce / Laikyti
atokiau nuo Silumos 3altiniy / Ma ikke utsettes for lys / Przechowywa¢ z dala od zrodet
$wiatta / Manter ao abrigo da luz / Uchovavajte mimo dosahu svetla / Mantener alejado de
la luz / Far ej utsattas for ljus / Masete ot cBetnuHa / A se feri de lumina / Isiktan uzak tutun /
Drzite dalje od svetlosti / XpaHutb B TemHoTe / KapaHfbinarfaH xepge ycra / Drzati dalje od
svjetla

9



‘ Becton, Dickinson and Company
7 Loveton Circle
Sparks, MD 21152 USA
800-638-8663
www.bd.com/ds

[Ec[REP] Benex Limited
Rineanna House
Shannon Free Zone
Shannon, County Clare, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
BD, BD Logo, BBL and Trypticase are trademarks of Becton, Dickinson and Company.

© 2010 BD.



