& BD BBL Indole Reagent Droppers
C E L001142(02)
2015-05
Eesti

SIHTOTSTARVE

BD BBLi indoolireagendi tilguteid (Indole Reagent Droppers) (modifitseeritud Kovacsi reagent) kasutatakse bakteri voimet
naaramiseks toota indooli triptofaani desamineerimise teel.

KOKKUVOTE JA SELGITUS
Indooli tootmist kasutatakse laialdaselt tihe perekonna piires teatud perekondade ja liikide diferentseerimise holbustamiseks.

Indoolireagenti voib kasutada katseklaasi- voi eraldusprotseduuride jaoks voi mitme biokeemilise komplektiga, kus on
néutavad Kovacsi vai Ehrlich’i reagendid. '

Igat tilgutit voib kasutada tGihe paeva jooksul parast ampulli avamist.

PROTSEDUURI POHIMOTTED

Positiivne reaktsioon naitab ensttimi triptofanaasi olemasolu, mis reageerib indooli tootmiseks triptofaaniga. Toodetud
indool reageerib happelises keskkonnas indooli testi reagendi p-dimetttlaminobensaldehltdiga, et moodustada kinoidne
punakasvioletne Ghend.

REAGENDID

Indoolireagendi tilgutid sisaldavad 0,5 mL 5% p-dimetttlaminobensaldehttdi, mis on lahustunud 25% vesinikkloriidhappe ja
75% isobuttulalkoholi lahuses.

Hoiatused ja ettevaatusabindud

Kasutamiseks in vitro diagnostikas.

Nakkuslike materjalide kaitlemisel ja araviskamisel jargige sellekohaseid laboritoiminguid.

P&hjustab péletusi. Arritab hingamisteid. Silma sattumisel loputage kohe rohke veega ja péérduge arsti poole. Onnetuse vai
halva enesetunde korral pé6rduda kohe arsti poole (voimalusel naidake silti).

Ohtlik

B

H226 Tuleohtlik vedelik ja aur. H302 Allaneelamisel kahjulik. H314 P&hjustab rasket nahasddvitust ja silmakahjustusi. H335 V6ib
pdhjustada hingamisteede arritust. H336 Voib pdhjustada unisust vdi peapodritust.

P260 Tolmu/suitsu/gaasi/udu/auru/pihustatud ainet mitte sisse hingata. P280 Kanda
kaitsekindaid/kaitserbivastust/kaitseprille/kaitsemaski. P303+P361+P353 NAHALE (v6i juustele) SATTUMISE KORRAL: vétta
viivitamata kdik saastunud rdivad seljast. Loputada nahka veega/loputada dusi all. P305+P351+P338 SILMA SATTUMISE KORRAL:
loputada mitme minuti jooksul ettevaatlikult veega. Eemaldada kontaktlaatsed, kui neid kasutatakse ja kui neid on kerge eemaldada.
Loputada veel kord. P403+P233 Hoida hasti ventileeritavas kohas. Hoida mahuti tihedalt suletuna. P501 Kdrvaldada sisu / mahuti
vastavalt kohalikele / piirkondlikele / riiklikele / rahvusvahelistele eeskirjadel.

Sailitamisjuhised. Sailitada toatemperatuuril 15 — 30 °C. Hoida valguse eest.

Toote riknemine. See reagent on hermeetiliselt suletud ampullis, mis véimaldab lahust kaitsta keemilise ebastabiilsuse eest kuni
sailivusaja 16puni. Kui reagendi varvus muutub helekollasest pruuniks, tdhendab see, et reagenti on valesti sailitatud ning
reaktsioonid voivad olla nérgemad.

PROTSEDUUR
Komplekti kuuluvad materjalid: indoolireagendi tilgutid.

Noutavad, kuid komplekti mittekuuluvad materjalid: tdiendavad kultuursé6tmed, reagendid, kvaliteedikontrolli organismid ja
selleks protseduuriks ndutud laborivarustus.



Testi protseduurid ja tulemused.

Kasutades hoidke indoolireagendi tilguteid pustises asendis ja SUUNAKE OTS ENDAST EEMALE. Hoidke tilguti keskkohta poidla
ja nimetissérme vahel ja pigistage seda ornalt tilguti sees asuva klaasist ampulli purustamiseks. Ettevaatust! Purustage ampulli
keskosa ainult dks kord. Arge tilgutit rohkem késitsege, kuna plastsein v8ib puruneda ja ampullikillud pdhjustada vigastusi.
Koputage alaosa paar korda vastu lauda. Kui tilguti on kasutuseks valmis, poorake see Umber, et reagent ndutavaks
testiprotseduuriks tilkhaaval véljutada.

A. Kiirkatsuti meetod (Arnold ja Weaver)?

1. Inokuleerige testitavate organismide puhaskultuur puhastatud vees raskelt 1 mL 0,03% triptofaani, 0,1% peptooni ja
0,5% dikaaliumfosfaadiga (K,HPO,) puljongisse. Puljongi pH peaks viima vahemikku 7,4-7,8.

Inkubeerige katsutid 2 tunniks temperatuuril 35 — 37 °C veevannis.
Lisage Uhe reagenditilguti sisu.

4. Kui puljongi pinnale tekib 30 sekundi jooksul punane ring, néitab see indooli tootmise positiivset reaktsiooni. Kollane
varv on negatiivne.

B. Standardkatsuti meet
1. Inokuleerige testitava organismi puhaskultuur kultuurikatsutisse, mis sisaldab 4 mL BD Trypticase’i sojapuljongit.
2. Inkubeerige 18 — 24 tunniks temperatuuril 35 -37 °C.
3. Lisage Uhe reagenditilguti sisu. Loksutage 6rnalt.
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Kui puljongi pinnale tekib 30 sekundi jooksul punane ring, naitab see indooli tootmise positiivset reaktsiooni. Kollane
varv on negatiivne. Mérkus: tundlikumaks reaktsiooniks tuleks 1-2 mL kultuuri kultuurikatsutist aseptiliselt eemaldada
ja inkubeerida veel 24 tunniks. Testige uuesti. Negatiivne reaktsioon 48 tunni parast naitab, et indooli ei toodetud.

C. Eemaldamine ksuleeniga

1. Inkubeerige testitava organismi puhaskultuur 4 mL sobivasse testikeskkonda. Enterobacteriaceae puhul kasutage
BD BBLi truptofaani (Trypticase) 1% lahust. Teiste puhul kasutage BD BBLi indooli nitraadi keskkonda.

Inkubeerige 18 — 24 tunniks temperatuuril 35 - 37 °C.
Lisage 1 mL ksuleeni. Segage korralikult.

Kui kihid hakkavad eralduma, lisage the indoolireagendi tilguti sisu.

vop W

Kui kstleeni pinnale tekib 30 sekundi jooksul punane ring, naitab see indooli tootmise positiivset reaktsiooni. Kollane
varv on negatiivne. Mérkus: tundlikumaks reaktsiooniks tuleks 1 — 2 mL kultuuri kultuurikatsutist aseptiliselt eemaldada
ja inkubeerida veel 24 tunniks. Testige uuesti. Negatiivne reaktsioon 48 tunni parast naitab, et indooli ei toodetud.

D. Muud meetodid. Indoolireagendi tilguteid voib kasutada ka indoolitestide modifikatsioonides, mis kasutavad Kovacsi voi
Ehrlichi indoolireagenti. Tappistestide puhul kasutage BD BBLi DMACA indoolireagendi tilguteid.

Kasutaja kvaliteedikontroll

1. Uurige reagenti vananemise markide suhtes (vt “Toote riknemine”).

2. Positiivsed (Escherichia coli ATCC 25922) ja negatiivsed (Klebsiella pneumoniae ATCC 33495) kontrollid tuleks teostada
samaaegselt testitava organismiga.

Kvaliteedikontrolli nduded peavad olema taidetud vastavalt kehtivatele kohalikele, riiklikele ja/voi foderaalsetele digusaktidele

voi akrediteerimise nduetele ja teie laboratooriumi standardse kvaliteedikontrolli eeskirjadele. Soovitatav on, et kasutaja

tutvuks asjakohast kvaliteedikontrolli korda késitleva CLSI juhendi ja CLIA maéarustega.

PROTSEDUURI PIIRANGUD

Enne indoolireagendi testi negatiivseks kuulutamist laske varvil vahemalt 30 sekundit tekkida. Pigmenteeritud organismid
voivad anda ebatapseid tulemusi.



TOIMIVUSE NAITAJAD*

Miller ja Wright testisid indoolireagendi téappistestis Kovacsi indoolireagenti, p-dimetttlaminobensaldehutidi (DMABA), Ehrlichi
indoolireagenti ja p-dimetaulaminotsinnamaldehaadi (DMACA), et testida 359 gram-negatiivse kepikese tive, mis kasvavad
lambavere agarsddtmel (SBA), Trypticase'i sojaagaral (TSA) ja MacConkey agaral (MAC). Koéik reagendid tuvastasid tapselt
Enterobacteriaceae liilkkmete indooli tootmise, v.a Providencia alcalifaciensi puhul, kui organismid voeti SBA-st vdi TSA-st, mitte
MAC-ist. Lisaks hinnati 183 tuntud indoolipositiivse kontrolli tlivega Uldist indooliprotseduuri tappistesti reaktiivsust. Tulemused
on kokku véetud tabelis allpool.

Reagent Positiivsete tuvastuste arv / positiivsete kontrollide arv (positiivsete %)
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)

KATTESAADAVUS

Kat. nr. Kirjeldus
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