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PRZEZNACZENIE

BD BBL Indole Reagent Droppers (zakraplacze z odczynnikiem indolowym) (zmodyfikowany odczynnik Kovacsa) sg stosowane
do okreslania zdolnosci bakterii do produkcji indolu na drodze dezaminacji tryptofanu.

STRESZCZENIE | WYJASNIENIA

Produkcja indolu jest powszechnie wykorzystywana w réznicowaniu pewnych rodzajéw bakterii oraz gatunkéw w obrebie
jednego rodzaju.

Odczynnik indolowy moze byc¢ stosowany do procedur probéwkowych i procedur ekstrakgji lub z réznymi zestawami
biochemicznymi, wymagajgcymi odczynnikéw Kovacsa lub Ehrlicha.1.2

Kazdy zakraplacz jest przeznaczony do wykorzystania w ciggu jednego dnia po ztamaniu amputki.

ZASADY PROCEDURY

Reakcja dodatnia wskazuje na obecnos¢ enzymu tryptofanazy, ktéry reaguje z tryptofanem, wytwarzajac indol.
Wyprodukowany indol reaguje w kwasnym srodowisku z p-dimetyloaminobenzaldehydem, odczynnikiem testu indolowego,
tworzac chinoidalny czerwonofioletowy zwigzek.

ODCZYNNIKI

Zakraplacze z odczynnikiem indolowym zawierajg 0,5 mL 5-procentowego p-dimetyloaminobenzaldehydu rozpuszczonego w
roztworze zawierajagcym 25% kwasu solnego i 75% alkoholu izobutylowego.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci:

Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Nalezy przestrzega¢ odpowiednich procedur laboratoryjnych dotyczacych obchodzenia sie z materiatami zakaznymi oraz

ich utylizacji.

Powoduje oparzenia. Draznigcy uktad oddechowy. W razie kontaktu z oczami natychmiast sptuka¢ duzg iloscig wody i zgtosic¢

sie do lekarza. W razie wypadku lub ztego samopoczucia niezwtocznie zgtosi¢ sie do lekarza (jezeli to mozliwe, przedstawic¢
etykiete produktu).

Niebezpieczenstwo

SOSD

H226 tatwopalna ciecz i pary. H302 Dziata szkodliwie po potknigciu. H314 Powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia
oczu. H335 Moze powodowac podraznienie drég oddechowych. H336 Moze wywotywac¢ uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

P260 Nie wdychac¢ pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy. P280 Stosowac¢ rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone
oczu/ochrone twarzy. P303+P361+P353 W PRZYPADKU KONTATKU ZE SKORA (lub z wiosami): Natychmiast zdjgé catg
zanieczyszczong odziez. Sptukac¢ skére pod strumieniem wody/prysznicem. P305+P351+P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE
DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usungé. Nadal ptukac.
P403+P233 Przechowywa¢ w dobrze wentylowanym miejscu. Przechowywac pojemnik szczelnie zamknigty. P501 Zawartos¢/
pojemnik usuwac zgodnie z lokalnymi/regionalnymi/krajowymi/migdzynarodowymi przepisami.

Instrukcje dotyczgce przechowywania: Przechowywac¢ w temperaturze pokojowej 15 - 30°C. Chroni¢ przed $wiattem.

Pogorszenie jakosci produktu: Ten odczynnik jest hermetycznie zamkniety w amputce, dzieki czemu roztwor jest zabezpieczony
przed rozpadem chemicznym do uptywu daty waznosci. Zmiana koloru odczynnika z jasnozéttego na bragzowy swiadczy o
nieprawidtowym przechowywaniu, co moze powodowac stabsze reakcje.

PROCEDURA
Dostarczane materiaty: BD BBL Indole Reagent Droppers (zakraplacze z odczynnikiem indolowym).

Materialy wymagane, ale nie dostarczane: Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki, szczepy do kontroli jakosci i sprzet
laboratoryjny niezbedny do wykonania tej procedury.

Procedura testowa i wyniki:

Przy stosowaniu zakraplaczy odczynnika indolowego nalezy trzymac je pionowo i kierowa¢ koncéwke od siebie. Chwyci¢
czesc srodkowa kciukiem i palcem wskazujgcym, a nastepnie delikatnie $cisng¢ w celu ztamania szklanej amputki wewnatrz
zakraplacza. Przestroga: Ztamac¢ amputke w okolicach jej srodka tylko raz. Nie manipulowac¢ zakraplaczem w inny sposéb,
gdyz plastik moze zostac przektuty i spowodowac zranienie. Postukac kilkakrotnie dnem o stoét. Zakraplacz przygotowany do
uzycia odwroci¢ w celu wygodnego dawkowania odczynnika kropla po kropli do danej procedury testowe;.



A. Szybka metoda probéwkowa (Arnold i Weaver)3
1. Przenies¢ duza ilos¢ czystej hodowli, ktéra ma byc badana, do 1 mL ogrzanego bulionu, zawierajgcego 0,03%
tryptofanu, 0,1% peptonu i 0,5% fosforanu dwupotasowego (K,HPO,) w wodzie oczyszczonej. Bulion powinien mie¢
odczynnik pH 7,4-7,8.
2. Inkubowac¢ probéwki w tazni wodnej o temperaturze 35 - 37°C przez 2 godziny.
Dodac zawartos¢ jednego zakraplacza odczynnika.

4. Pojawienie sie czerwonego piericienia na powierzchni bulionu w ciggu 30 sekund $wiadczy o dodatniej reakgcji pod
wzgledem produkcji indolu. Kolor zétty oznacza reakcje ujemna.

B. Standardowa metoda probéwkowa

1. Przenies¢ czystg hodowle drobnoustrojéw, ktére majg by¢ badane, do proboéwki, zawierajacej 4 mL BD Trypticase
Soy Broth.

2. Inkubowa¢ przez 18 — 24 godz. w temperaturze 35 - 37°C.

Dodac zawartos¢ jednego zakraplacza odczynnika. Delikatnie wstrzgsnac.

4. Pojawienie sie czerwonego pierécienia na powierzchni bulionu w ciggu 30 sekund $wiadczy o dodatniej reakcji pod
wzgledem produkgji indolu. Kolor z6tty oznacza reakcje ujemna. Uwaga: W celu czulszej reakcji 1 — 2 mL hodowli nalezy
usunat w sposéb jatowy z probéwki z hodowlg i inkubowac przez kolejne 24 godziny. Przebada¢ ponownie. Reakcja
ujemna po 48 godzinach swiadczy o braku produkgji indolu.

C. Ekstrakcja przy uzyciu ksylenu
1. Wysiac czystg hodowle drobnoustrojow, ktére majg by¢ badane, na 4 mL odpowiedniego podtoza testowego. Dla

Enterobacteriaceae zastosowac 1-procentowy roztwor tryptofanu BD BBL Trypticase. Dla innych drobnoustrojow

zastosowac podtoze BD BBL Indole Nitrite Medium.

Inkubowac przez 18 — 24 godz. w temperaturze 35 - 37°C.

Doda¢ 1 mL ksylenu. Doktadnie wymieszac.

Kiedy warstwy zaczynajg sie rozdziela¢, doda¢ zawartos¢ jednego zakraplacza z odczynnikiem indolowym.

Pojawienie sie czerwonego pierscienia na powierzchni ksylenu w ciggu 30 sekund $wiadczy o dodatniej reakcji pod

wzgledem produkcji indolu. Kolor z6tty oznacza reakcje ujemna. Uwaga: W celu czulszej reakcji 1 — 2 mL hodowli nalezy

usunat w sposéb jatowy z probéwki z hodowlg i inkubowac przez kolejne 24 godziny. Przebada¢ ponownie. Reakcja
ujemna po 48 godzinach $wiadczy o braku produkgji indolu.

D. Inne metody: Zakraplacze z odczynnikiem indolowym mozna stosowa¢ w modyfikacjach testu indolowego, ktére
wykorzystujg odczynnik indolowy Kovacsa lub Ehrlicha. Do testéw miejscowych stosowac¢ zakraplacze z odczynnikiem
indolowym DMACA (BD BBL DMACA Indole Reagent Droppers).

Kontrola jakosci przez uzytkownika:

1. Sprawdzi¢ odczynnik pod wzgledem objawdw pogorszenia jakosci (zobacz rozdz. ,,Pogorszenie jakosci produktu”).

2. Kontrole dodatnie (Escherichia coli ATCC 25922) i ujemne (Klebsiella pneumoniae ATCC 33495) nalezy badac jednoczesnie z
badaniem drobnoustroju.

Nalezy postepowac zgodnie z obowigzujgcymi wymogami kontroli jakosci, wynikajgcymi z przepiséw miejscowych, krajowych

lub federalnych, wymogami akredytacji i standardowymi procedurami kontroli jakosci w danym laboratorium. Uzytkownik

powinien pozna¢ odpowiednie wytyczne CLSI i przepisy CLIA w zakresie przeprowadzania kontroli jakosci.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Odczeka¢ co najmniej 30 sekund na pojawienie sie koloru, zanim wynik testu z odczynnikiem indolowym uznany zostanie za
negatywny. Barwne drobnoustroje moga dawac niejednoznaczne wyniki.
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CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA4

Miller i Wright zastosowali odczynnik indolowy Kovacsa, p-dimetyloaminobenzaldehyd (DMABA), odczynnik indolowy Ehrlicha
oraz miejscowy odczynnik indolowy p-dimetyloaminocynamoaldehyd (DMACA) do przebadania 359 szczepéw patek gram-
ujemnych, rosnacych na agarze z dodatkiem krwi owczej (SBA), BD BBL Trypticase Soy Agar (TSA) i agarze MacConkey (MAC).
Wszystkie odczynniki stanowity doktadny detektor produkgji indolu przez drobnoustroje nalezace do Enterobacteriaceae,

z wyjatkiem Providencia alcalifaciens, jezeli drobnoustroje byty pobierane z SBA lub TSA, ale nie z MAC. Ponadto oceniono
0g06lna reaktywnosc miejscowej procedury indolowej przy wykorzystaniu 183 szczepéw kontrolnych indolododatnich. Wyniki sg
przedstawione w ponizszej tabeli.

Liczba wykrytych szczepéw dodatnich/liczba kontroli dodatnich

Odczynnik (% wynikéw dodatnich)

SBA TSA MAC
Odczynnik Kovacsa 156/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
DMABA 156/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
Odczynnika Ehrlicha 155/183 (85) 168/183 (92) 41/183 (22)
DMACA 183/183 (100) 183/183 (100) 42/183 (23)




DOSTEPNOSC
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