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AVSEDD ANVANDNING

BD BBL Indole Reagent Droppers (indolreagenspipetter, modifierad Kovacs-reagens) anvands vid bestdamning av bakteriers
férmaga att producera indol genom deaminering av tryptofan.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING
Produktionen av indol har i stor utstrackning anvants vid differentiering av vissa stammar och species inom samma genus.

Indolreagens kan anvandas for provrors- eller extraktionsférfaranden eller med en rad olika biokemiska satser som kraver Kovacs-
eller Ehrlich-reagens."2

Varje pipett kan anvandas under en dag efter det att ampullen har brutits.

PRINCIPER FOR METODEN

En positiv reaktion indikerar forekomst av enzymet tryptofanas, vilket reagerar med tryptofan for att producera indol. Det
producerade indolet reagerar i det sura mediet med p-dimetylaminobenzaldehyd i indoltestreagensen och bildar en kinoidal
rodlila férening.

REAGENSER:

BD BBL Indole Reagent Droppers innehaller 0,5 mL 5 % p-dimetylaminobenzaldehyd I16st i en 16sning med 25 % saltsyra och 75 %
isobutylalkohol.

Varningar och forsiktighetsbeaktanden:

Avsedd for in vitro-diagnostik.

Folj korrekta laboratorierutiner vid hantering och bortskaffning av infektiost material.

Orsakar brannskador. Irriterar luftvagarna. Vid kontakt med 6gonen, skélj omedelbart med rikligt med vatten och kontakta lakare.
Kontakta omedelbart Iakare vid olycksfall eller illamaende (visa om mdjligt etiketten).

Fara

£

H226 Brandfarlig vatska och anga. H302 Skadligt vid fortaring. H314 Orsakar allvarliga fratskador pa hud och 6gon. H335 Kan
orsaka irritation i luftvagarna. H336 Kan gora att man blir dasig eller omtocknad.

P260 Inandas inte damm/rok/gaser/dimma/angor/sprej. P280 Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.
P303+P361+P353 VID HUDKONTAKT (aven haret): Ta omedelbart av alla nedstankta klader. Skolj huden med vatten/duscha.
P305+P351+P338 VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj férsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det
gar latt. Fortsatt att skolja. P403+P233 Forvaras pa val ventilerad plats. Férpackningen ska forvaras val tillsluten. P501 Innehallet/
behallaren ska kasseras i enlighet med lokala/regionala/nationella/internationella bestammelse.

Foérvaringsanvisningar: Forvaras vid rumstemperatur 15 — 30 °C. Skyddas mot ljus.

Nedbrytning av produkten: Denna reagens ar hermetiskt innesluten i en ampull, vilken skyddar I6sningen fran kemisk instabilitet
fram till utgangsdatum. Fargandringar i reagensen fran ljust gult till brunt tyder pa felaktiga forvaringsférhallanden vilket kan orsaka
svagare reaktioner.

FORFARANDE
Tillhandahallet material: BD BBL Indole Reagent Droppers.
Material som kravs men ej medféljer: Extra odlingsmedier, reagenser, referensorganismer for kvalitetskontroll och sadan
laboratorieutrustning som kravs for férfarandet.
Testforfaranden och resultat:
Hall indolreagenspipetten upprétt och RIKTA SPETSEN BORT FRAN DIG. Grip tag i mitten pa pipetten med tummen och pekfingret
och tryck forsiktigt sa att ampullen bryts sénder inne i pipetten. Viktigt! Ampullen skall brytas nara mitten och endast en gang.
Fortsatt inte att manipulera pipetten eftersom plasten da kan punkteras och kroppsskador kan uppsta. Knacka botten i
bordsytan nagra ganger. Nar pipetten ar klar att anvandas, skall den véndas upp och ned for praktisk droppvis dispensering.
A. Snabb provrérsmetod (Arnold och Weaver)3
1. Inokulera tungt en renkultur av organismer som skall testas pa 1 mL férvarmd buljong med 0,03 % tryptofan, 0,1 % pepton
och 0,5 % dipotassiumfosfat (K;HPO,) i aqua purif. Buljongen skall justeras till pH 7,4 — 7,8.
2. Inkubera provroren i ett 35 — 37 °C vattenbad i 2 h.
3. Tillsatt innehallet i en reagenspipett.
4. Upptradande av en réd ring vid ytan pa buljongen inom 30 sec anger en positiv reaktion fér indolproduktion. En gul farg
anger en negativ reaktion.



B. Standardiserad provrérsmetod
1. Inokulera en renkultur av organismen som skall testas i ett odlingsror med 4 mL BD Trypticase Soy Broth.
2. Inkubera vid 35 -37 °Ci 18 — 24 h.
3. Tillsatt innehallet i en reagenspipett. Skaka forsiktigt.
4.

Upptradande av en rdd ring vid ytan pa buljongen inom 30 sec anger en positiv reaktion for indolproduktion. En gul farg
anger en negativ reaktion. OBS! For en mer kanslig reaktion skall 1 —2 mL av kulturen avlagsnas aseptiskt fran odlingsroret
och inkuberas i ytterligare 24 h och darefter omtestas. En negativ reaktion vid 48 h indikerar att inget indol har producerats.

C. Extraktion med xylen

1. Inokulera en renkultur av organismen som skall testas pa 4 mL tillampligt testmedium. Anvand Tryptophan (BD Trypticase)
1 % Solution fér Enterobacteriaceae Anvand BD BBL Indole Nitrite Medium foér andra organismer.

2. Inkuberavid 35-37°Ci18—-24 h.
Tillsatt 1 mL xylen. Blanda val.
Tillsatt innehallet i en Indole Reagent Dropper nar lagren borjar separeras.

Upptradande av en rdd ring vid ytan pa xylenet inom 30 sec anger en positiv reaktion for indolproduktion. En gul farg anger
en negativ reaktion. OBS! For en mer kanslig reaktion skall 1 — 2 mL av kulturen avlagsnas aseptiskt fran odlingsréret och
inkuberas i ytterligare 24 h och darefter omtestas. En negativ reaktion vid 48 h indikerar att inget indol har producerats.

D. Ovriga metoder: Indole Reagent Droppers kan anviandas vid modifierade indoltest som anvander Kovacs-eller Ehrlichs
indolreagens. Anvand BD BBL DMACA Indole Reagent Droppers for stickprov.
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KVALITETSKONTROLL UTFORD AV ANVANDAREN:

1. Undersok reagensen for tecken pa férsamring (se avsnittet “Nedbrytning av produkten”).

2. Positiva (Escherichia coli ATCC 25922) och negativa (Klebsiella pneumoniae ATCC 33495) kontroller skall utféras samtidigt
som organismen som skall testas.

Kvalitetskontroll maste utféras i enlighet med gallande bestammelser eller ackrediteringskrav samt laboratoriets etablerade

procedurer for kvalitetskontroll. Det rekommenderas att anvandaren konsulterar tillampliga CLSI-riktlinjer och CLIA-foreskrifter for

lampliga kvalitetskontrollférfaranden.

METODENS BEGRANSNINGAR

Vanta minst 30 sec pa fargutveckling innan indolreagenstesten betraktas som negativ. Pigmenterade organismer kan ge
tvetydiga resultat.

KLINISKA PRESTANDA#4

Miller och Wright testade Kovacs indolreagens, p-dimetylaminobenzaldehyd (DMABA), Ehrlichs indolreagens och
p-dimetylaminocinnamaldehyd (DMACA) som indolreagens for stickprov av 359 stammar gramnegativa stavar som vaxte

pa farblodsagar (SBA), Trypticase Soy Agar (TSA) och MacConkey agar (MAC). Alla reagenser var korrekta detektorer for
indolproduktion av medlemmar i Enterobacteriaceae, med undantag av Providencia alcalifaciens, nar organismerna togs fran SBA
eller TSA, men inte fran MAC. Dessutom utvarderades den totala reaktiviteten for indolstickproven med 183 kanda indolpositiva
kontrollstammar. Dessa resultat sammanfattas i tabellen nedan.

Reagens Antal positiva detekterade / Antal positiva kontroller (% positiva)
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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BD Diagnostics teknisk service: Kontakta narmaste BD-representant eller bes6k www.bd.com/ds.
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