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 BBL Indole Reagent Droppers

PRZEZNACZENIE
BD BBL Indole Reagent Droppers (zakraplacze z odczynnikiem indolowym) (zmodyfikowany odczynnik Kovacsa) s¹ stosowane 
do okreœlania zdolnoœci bakterii do produkcji indolu na drodze dezaminacji tryptofanu.

STRESZCZENIE I WYJAŒNIENIA
Produkcja indolu jest powszechnie wykorzystywana w ró¿nicowaniu pewnych rodzajów bakterii oraz gatunków w obrêbie 
jednego rodzaju.
Odczynnik indolowy mo¿e byæ stosowany do procedur probówkowych i procedur ekstrakcji lub z ró¿nymi zestawami 
biochemicznymi, wymagaj¹cymi odczynników Kovacsa lub Ehrlicha.1,2

Ka¿dy zakraplacz jest przeznaczony do wykorzystania w ci¹gu jednego dnia po z³amaniu ampu³ki.

ZASADY PROCEDURY
Reakcja dodatnia wskazuje na obecnoœæ enzymu tryptofanazy, który reaguje z tryptofanem, wytwarzaj¹c indol. 
Wyprodukowany indol reaguje w kwaœnym œrodowisku z p-dimetyloaminobenzaldehydem, odczynnikiem testu indolowego, 
tworz¹c chinoidalny czerwonofioletowy zwi¹zek.

ODCZYNNIKI
Zakraplacze z odczynnikiem indolowym zawieraj¹ 0,5 mL 5-procentowego p-dimetyloaminobenzaldehydu rozpuszczonego w 
roztworze zawieraj¹cym 25% kwasu solnego i 75% alkoholu izobutylowego.

Ostrze¿enia i œrodki ostro¿noœci: 
Do stosowania w diagnostyce in vitro.
Nale¿y przestrzegaæ odpowiednich procedur laboratoryjnych dotycz¹cych obchodzenia siê z materia³ami zakaŸnymi oraz 
ich utylizacji. 
Powoduje oparzenia. Dra¿ni¹cy uk³ad oddechowy. W razie kontaktu z oczami natychmiast sp³ukaæ du¿¹ iloœci¹ wody i zg³osiæ 
siê do lekarza. W razie wypadku lub z³ego samopoczucia niezw³ocznie zg³osiæ siê do lekarza (je¿eli to mo¿liwe, przedstawiæ 
etykietê produktu).

Niebezpieczeństwo

    
H226 Łatwopalna ciecz i pary. H302 Działa szkodliwie po połknięciu. H314 Powoduje poważne oparzenia skóry oraz uszkodzenia 
oczu. H335 Może powodować podrażnienie dróg oddechowych. H336 Może wywoływać uczucie senności lub zawroty głowy. 
P260 Nie wdychać pyłu/dymu/gazu/mgły/par/rozpylonej cieczy. P280 Stosować rękawice ochronne/odzież ochronną/ochronę 
oczu/ochronę twarzy. P303+P361+P353 W PRZYPADKU KONTATKU ZE SKÓRĄ (lub z włosami): Natychmiast zdjąć całą 
zanieczyszczoną odzież. Spłukać skórę pod strumieniem wody/prysznicem. P305+P351+P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIĘ 
DO OCZU: Ostrożnie płukać wodą przez kilka minut. Wyjąć soczewki kontaktowe, jeżeli są i można je łatwo usunąć. Nadal płukać. 
P403+P233 Przechowywać w dobrze wentylowanym miejscu. Przechowywać pojemnik szczelnie zamknięty. P501 Zawartość/
pojemnik usuwać zgodnie z lokalnymi/regionalnymi/krajowymi/międzynarodowymi przepisami.
Instrukcje dotycz¹ce przechowywania: Przechowywaæ w temperaturze pokojowej 15 – 30°C. Chroniæ przed œwiat³em.
Pogorszenie jakoœci produktu: Ten odczynnik jest hermetycznie zamkniêty w ampu³ce, dziêki czemu roztwór jest zabezpieczony 
przed rozpadem chemicznym do up³ywu daty wa¿noœci. Zmiana koloru odczynnika z jasno¿ó³tego na br¹zowy œwiadczy o 
nieprawid³owym przechowywaniu, co mo¿e powodowaæ s³absze reakcje.

PROCEDURA
Dostarczane materia³y: BD BBL Indole Reagent Droppers (zakraplacze z odczynnikiem indolowym).
Materia³y wymagane, ale nie dostarczane: Pomocnicze po¿ywki hodowlane, odczynniki, szczepy do kontroli jakoœci i sprzêt 
laboratoryjny niezbêdny do wykonania tej procedury.

Procedura testowa i wyniki:
Przy stosowaniu zakraplaczy odczynnika indolowego nale¿y trzymaæ je pionowo i kierowaæ koñcówkê od siebie. Chwyciæ 
czêœæ œrodkow¹ kciukiem i palcem wskazuj¹cym, a nastêpnie delikatnie œcisn¹æ w celu z³amania szklanej ampu³ki wewn¹trz 
zakraplacza. Przestroga: Z³amaæ ampu³kê w okolicach jej œrodka tylko raz. Nie manipulowaæ zakraplaczem w inny sposób, 
gdy¿ plastik mo¿e zostaæ przek³uty i spowodowaæ zranienie. Postukaæ kilkakrotnie dnem o stó³. Zakraplacz przygotowany do 
u¿ycia odwróciæ w celu wygodnego dawkowania odczynnika kropla po kropli do danej procedury testowej.
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A. Szybka metoda probówkowa (Arnold i Weaver)3

 1.  Przenieœæ du¿¹ iloœæ czystej hodowli, która ma byæ badana, do 1 mL ogrzanego bulionu, zawieraj¹cego 0,03% 
tryptofanu, 0,1% peptonu i 0,5% fosforanu dwupotasowego (K2HPO4) w wodzie oczyszczonej. Bulion powinien mieæ 
odczynnik pH 7,4–7,8.

 2. Inkubowaæ probówki w ³aŸni wodnej o temperaturze 35 – 37°C przez 2 godziny.
 3. Dodaæ zawartoœæ jednego zakraplacza odczynnika.
 4.  Pojawienie siê czerwonego pierœcienia na powierzchni bulionu w ci¹gu 30 sekund œwiadczy o dodatniej reakcji pod 

wzglêdem produkcji indolu. Kolor ¿ó³ty oznacza reakcjê ujemn¹.
B. Standardowa metoda probówkowa
 1.  Przenieœæ czyst¹ hodowlê drobnoustrojów, które maj¹ byæ badane, do probówki, zawieraj¹cej 4 mL BD Trypticase 

Soy Broth.
 2. Inkubowaæ przez 18 – 24 godz. w temperaturze 35 – 37°C.
 3. Dodaæ zawartoœæ jednego zakraplacza odczynnika. Delikatnie wstrz¹sn¹æ.
 4.  Pojawienie siê czerwonego pierœcienia na powierzchni bulionu w ci¹gu 30 sekund œwiadczy o dodatniej reakcji pod 

wzglêdem produkcji indolu. Kolor ¿ó³ty oznacza reakcjê ujemn¹. Uwaga: W celu czulszej reakcji 1 – 2 mL hodowli nale¿y 
usun¹æ w sposób ja³owy z probówki z hodowl¹ i inkubowaæ przez kolejne 24 godziny. Przebadaæ ponownie. Reakcja 
ujemna po 48 godzinach œwiadczy o braku produkcji indolu.

C. Ekstrakcja przy u¿yciu ksylenu
 1.  Wysiaæ czyst¹ hodowlê drobnoustrojów, które maj¹ byæ badane, na 4 mL odpowiedniego pod³o¿a testowego. Dla 

Enterobacteriaceae zastosowaæ 1-procentowy roztwór tryptofanu BD BBL Trypticase. Dla innych drobnoustrojów 
zastosowaæ pod³o¿e BD BBL Indole Nitrite Medium.

 2. Inkubowaæ przez 18 – 24 godz. w temperaturze 35 – 37°C.
 3. Dodaæ 1 mL ksylenu. Dok³adnie wymieszaæ.
 4.  Kiedy warstwy zaczynaj¹ siê rozdzielaæ, dodaæ zawartoœæ jednego zakraplacza z odczynnikiem indolowym.
 5.  Pojawienie siê czerwonego pierœcienia na powierzchni ksylenu w ci¹gu 30 sekund œwiadczy o dodatniej reakcji pod 

wzglêdem produkcji indolu. Kolor ¿ó³ty oznacza reakcjê ujemn¹. Uwaga: W celu czulszej reakcji 1 – 2 mL hodowli nale¿y 
usun¹æ w sposób ja³owy z probówki z hodowl¹ i inkubowaæ przez kolejne 24 godziny. Przebadaæ ponownie. Reakcja 
ujemna po 48 godzinach œwiadczy o braku produkcji indolu.

D. Inne metody: Zakraplacze z odczynnikiem indolowym mo¿na stosowaæ w modyfikacjach testu indolowego, które 
wykorzystuj¹ odczynnik indolowy Kovacsa lub Ehrlicha. Do testów miejscowych stosowaæ zakraplacze z odczynnikiem 
indolowym DMACA (BD BBL DMACA Indole Reagent Droppers).

Kontrola jakoœci przez u¿ytkownika:
1. Sprawdziæ odczynnik pod wzglêdem objawów pogorszenia jakoœci (zobacz rozdz. „Pogorszenie jakoœci produktu”).
2. Kontrole dodatnie (Escherichia coli ATCC 25922) i ujemne (Klebsiella pneumoniae ATCC 33495) nale¿y badaæ jednoczeœnie z 

badaniem drobnoustroju.
Nale¿y postêpowaæ zgodnie z obowi¹zuj¹cymi wymogami kontroli jakoœci, wynikaj¹cymi z przepisów miejscowych, krajowych 
lub federalnych, wymogami akredytacji i standardowymi procedurami kontroli jakoœci w danym laboratorium. U¿ytkownik 
powinien poznaæ odpowiednie wytyczne CLSI i przepisy CLIA w zakresie przeprowadzania kontroli jakoœci.

OGRANICZENIA PROCEDURY
Odczekaæ co najmniej 30 sekund na pojawienie siê koloru, zanim wynik testu z odczynnikiem indolowym uznany zostanie za 
negatywny. Barwne drobnoustroje mog¹ dawaæ niejednoznaczne wyniki.

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOŒCIOWA4

Miller i Wright zastosowali odczynnik indolowy Kovacsa, p-dimetyloaminobenzaldehyd (DMABA), odczynnik indolowy Ehrlicha 
oraz miejscowy odczynnik indolowy p-dimetyloaminocynamoaldehyd (DMACA) do przebadania 359 szczepów pa³ek gram-
ujemnych, rosn¹cych na agarze z dodatkiem krwi owczej (SBA), BD BBL Trypticase Soy Agar (TSA) i agarze MacConkey (MAC). 
Wszystkie odczynniki stanowi³y dok³adny detektor produkcji indolu przez drobnoustroje nale¿¹ce do Enterobacteriaceae, 
z wyj¹tkiem Providencia alcalifaciens, je¿eli drobnoustroje by³y pobierane z SBA lub TSA, ale nie z MAC. Ponadto oceniono 
ogóln¹ reaktywnoœæ miejscowej procedury indolowej przy wykorzystaniu 183 szczepów kontrolnych indolododatnich. Wyniki s¹ 
przedstawione w poni¿szej tabeli.

Odczynnik Liczba wykrytych szczepów dodatnich/liczba kontroli dodatnich 
(% wyników 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)
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