& BD BBL Indole Reagent Droppers

L001142(02)
2015-05
Dansk

TILSIGTET BRUG

BD BBL Indole Reagent Droppers (modificeret Kovacs reagens) anvendes til at afggre bakteriers evne til at producere indol ved
deaminering af tryptophan.

RESUME OG FORKLARING
Indolproduktion anvendes ofte som en hjzelp til at differentiere mellem visse genera og arter indenfor samme genus.

Indolreagens kan anvendes til glas- eller ekstraktionsprocedurer eller med forskellige biokemisk kits, som kreever Kovacs eller
Ehrlichs reagenser.1.2

Hver pipette kan anvendes i én dag, efter at ampullen er blevet knaekket.

PROCEDURENS PRINCIPPER

En positiv reaktion tyder pa tilstedevaerelse af enzymet tryptophanase, som reagerer med tryptophan for at producere indol. Det
producerede indol reagerer i det sure medium med
p-dimethylaminobenzaldehyd i indoltestreagenset og danner en quinoidal rgd-violet forbindelse.

REAGENSER

Indole Reagent Droppers indeholder 0,5 mL 5 % p-dimethylaminobenzaldehyd oplgst i en oplasning af 25 % saltsyre og 75 %
isobutylalkohol.

Advarsler og forholdsregler:

Til in vitro diagnostik.

Folg korrekte laboratorieprocedurer ved handtering og kassering af smittefarlige materialer.

Forarsager forbreending. Irriterer andedraetssystemet. Kommer stoffet i gjnene, skal gjnene skylles gjeblikkeligt og grundigt med
vand og en laege kontaktes. | tilfeelde af uheld eller utilpashed skal der straks sgges leegehjeelp (vis om muligt etiketten).

Farligt

SOD

H226 Brandfarlig veeske og damp. H302 Farlig ved indtagelse. H314 Forarsager sveere forbreendinger af huden og gjenskader.
H335 Kan forarsage irritation af luftvejene. H336 Kan forarsage slgvhed eller svimmelhed.

P260 Indand ikke pulver/rgg/gas/tdge/damp/spray. P280 Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/
ansigtsbeskyttelse P303+P361+P353 VED KONTAKT MED HUDEN (eller haret): Alt tilsmudset tgj tages straks af. Skyl/brus
huden med vand. P305+P351+P338 VED KONTAKT MED BJNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern eventuelle
kontaktlinser, hvis dette kan geres let. Fortsaet skylning. P403+P233 Opbevares pa et godt ventileret sted. Hold beholderen taet
lukket. P501 Indholdet/beholderen bortskaffes i henhold til alle lokale, regionale, nationale og internationale regulativer.
Opbevaringsinstruktioner: Skal opbevares ved stuetemperatur 15 — 30 °C. Beskyt mod lys.

Produktnedbrydning: Dette reagens er hermetisk forseglet i en ampul, som beskytter oplgsningen mod kemisk ustabilitet
indtil udlgbsdatoen. En sndring i farven pa reagenset fra lysegul til brun tilkendegiver forkert opbevaring, som kan forarsage
svagere reaktioner.

PROCEDURE
Vedlagt materiale: Indole Reagent Droppers.
Ngdvendige materialer, der ikke er vedlagt: Hjeelpedyrkningsmedier, reagenser, kvalitetskontrolorganismer og laboratorieudstyr
som er pakreevet til proceduren.
Testprocedurer og resultater:
Hold reagenspipetten med indol opret og VEND SPIDSEN V/ZAK FRA DIG SELV. Tag fat i midten med tommel- og pegefinger
og klem forsigtigt for at braekke ampullen over inde i pipetten. Forsigtig: Braek ampullen over midtpa én gang. Pipetten bar
ikke handteres yderligere, da plastikket kan punktere, og der kan opsta personskade. Bank bunden af pipetten let mod en
bordplade et par gange. Vend den herefter om for en let, drabevis dispensering.af reagenset til den pakraevede testprocedure.
A. Hurtig reagensglasmetode (Arnold og Weaver)3
1. Inokulér en ren kultur af organismer, der skal testes, kraftigt ind i 1 mL opvarmet bouillon af 0,03 % tryptophan, 0,1 % pepton
0g 0,5 % dikaliumfosfat (K,HPO,) i renset vand. Bouillonen bgr justeres til pH 7,4 — 7,8.
2. Inkubériet 35 -37 °C vandbad i 2 h.
Tilseet indholdet af én reagenspipette.
4. Tilsynekomsten af en r@d ring pa overfladen af bouillonen i Igbet af 30 sec er en positiv reaktion pa indolproduktion. En gul
farve er negativ.
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B. Standard reagensglasmetode

1. Inokulér en ren kultur af organismen, der skal testes, ind i et kulturglas med 4 mL BD Trypticase Soy Broth.

2. Inkubéri 18 — 24 h ved 35 — 37 °C.

3. Tilseet indholdet af én reagenspipette. Ryst det forsigtigt.

4. Tilsynekomsten af en r@d ring pa overfladen af bouillonen i Igbet af 30 sec er en positiv reaktion pa indolproduktion. En gul
farve er negativ. Bemaerk: For at opna en mere sensitiv reaktion skal 1 — 2 mL af kulturen fiernes aseptisk fra kulturglasset
og inkuberes i yderligere 24 h. Test igen. En negativ reaktion ved 48 h betyder, at der ikke er produceret indol.

C. Ekstraktion med xylen

1. Inokulér en ren kultur af organismen, der skal testes, ind i 4 mL af et egnet testmedium. For Enterobacteriaceae anvendes
tryptophan (BD BBL Trypticase) 1 % oplgsning. Til andre anvendes BD BBL Indole Nitrate Medium.
Inkubéri 18 — 24 h ved 35 — 37 °C.
Tilseet 1 mL xylen. Bland grundigt.
Nar lagene begynder at separere, tilseettes indholdet af én pipette med indolreagens.
Tilsynekomsten af en rgd ring pa overfladen af xylen i lgbet af 30 sec er en positiv reaktion pa indolproduktion. En gul farve
er negativ. Bemaerk: For at opna en mere sensitiv reaktion skal 1 — 2 mL af kulturen fjernes aseptisk fra kulturglasset og
inkuberes i yderligere 24 h. Test igen. En negativ reaktion ved 48 h betyder, at der ikke er produceret indol.

D. Andre metoder: Indole Reagent Droppers kan anvendes i modifikationer af indoltesten, som bruger Kovacs eller Ehrlichs
indolreagens. Til spottests anvendes BD BBL DMACA Indole Reagent Droppers.

[SUNEEE S

Brugerkvalitetskontrol:

1. Undersgg reagenset for tegn pa nedbrydning (Se “Produktnedbrydning”).

2. Positive (Escherichia coli ATCC 25922) og negative (Klebsiella pneumoniae ATCC 33495) kontroller bgr udfgres samtidigt med
den organismer, der skal testes.

Krav til kvalitetskontrol skal udfgres i overensstemmelse med lokale og nationale regulativer eller akkrediteringskrav og brugerens

laboratoriums standard kvalitetskontrolprocedurer. Det anbefales, at brugeren henviser til CLSI og CLIA regulativer med henblik pa

vejledning om relevant praksis for kvalitetskontrol.

PROCEDURENS BEGRZANSNINGER

Lad der ga mindst 30 sec, sa farven kan na at blive fremkaldt, inden indolreagenstesten betragtes som negativ. Pigmenterede
organismer kan give tvetydige resultater.

FUNKTIONSDATA#

Miller og Wright testede Kovacs indolreagens, p-dimethylaminobenzaldehyd (DMABA), Ehrlich indolreagens og
p-dimethylaminocinnamaldehyd (DMACA) som spotindolreagenser til at teste 359 stammer af Gram-negative stave, der vokser
pa fareblodsagar (SBA), Trypticase Soy Agar (TSA) og MacConkey agar (MAC). Alle reagenser var ngjagtige i deres pavisning af
indolproduktion af medlemmer af Enterobacteriaceae, med undtagelse af Providencia alcalifaciens, nar organismerne var taget fra
SBA eller TSA, men ikke fra MAC. Ydermere blev den samlede reaktivitet af spot-indolproceduren med 183 kendte indol-positive
kontrolstammer evalueret. Disse resultater er sammenfattet i nedenstaende tabel.

Reagens Antal af paviste positive / Antal af positive kontroller (% 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)
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