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NAMJENA 
Taxo ONPG Discs (diskovi Taxo ONPG) su diskovi koji se koriste za otkrivanje bakterija koje fermentiraju laktozu, osobito onih 
koje ne fermentiraju laktozu odmah na nekim rutinskim podlogama za identifikaciju kao što su Triple Sugar Iron Agar (agar 
željeza i tri vrste šećera) (TSI Agar) ili Kligler Iron Agar (Kligler agar željeza). 

SAŽETAK I OBJAŠNJENJE 

Fermentacija laktoze je biokemijska karakteristika u širokoj upotrebi pri diferencijaciji mikroorganizama, uključujući 
Enterobacteriaceae. 

Brza fermentacija ovisi o prisutnosti laktoze permeaze za aktivan transport laktoze kroz staničnu membranu, te o prisutnosti 
enzima beta-glukozidaze koji hidrolizira laktozu u stanici. Pravih bakterija koje ne fermentiraju laktozu u potonjem enzimu 
nema. 

Ali, neke bakterije koje fermentiraju laktozu, a kojima nedostaje permeaza, čine se kao da ne fermentiraju jer je difuzija laktoze 
u stanici prespora da bi se otkrila na podlozi za fermentaciju ugljikohidrata.1 

Upotreba kromogenog supstrata hidroliziranog beta-glukozidazom, ali koji ne ovisi o prisutnosti permeaze, omogućuje brzo 
utvrđivanje fermentacije laktoze putem reakcije boje. 

NAČELA POSTUPKA 

Beta-glukozidaza je induktivni enzim u sastavu organizama za fermentaciju laktoze koji hidroliziraju laktozu za stvaranje 
galaktoze i dekstroze.2 Enzim hidrolizira i supstrat, o-nitrofenil-beta-D-galaktozid (ONPG), koji nije ovisan o laktoza permeazi za 
ulazak u stanicu. Hidrolizom ONPG-a stvara se žuti konačni produkt, ortonitrofenol. 

Ispitivanje se može obaviti direktno na bakterijskoj otopini u fiziološkoj otopini ili na inkubiranoj kulturi u peptonskom bujonu, 
odnosno Trypticase sojinom bujonu ili triptofan (Trypticase) bujonu, 1%. Nakon dodavanja diska Taxo ONPG u otopinu ili 
kulturu, epruveta se inkubira na 35°C na 4 do 6 sati i promatra se prisutnost ili odsutnost žute boje. 

REAGENSI 

Diskovi Taxo ONPG diskovi su veličine 6 mm od apsorpcijskog papira visoke kvalitete koji je impregniran s otprilike 100 μg 
o-nitrofenil-beta-D-galaktopiranozidom po disku. 

Upozorenja i mjere opreza:  
Za in vitro dijagnostiku. 

Primjenjujte aseptične tehnike i utvrđene mjere opreza protiv mikrobioloških opasnosti tijekom svih postupaka. Nakon 
upotrebe se epruvete i ostali kontaminirani materijal moraju sterilizirati u autoklavu prije odlaganja u otpad. 

Upute za čuvanje: Po primitku pohraniti na temperaturi od -20°C do +8°C. Nakon upotrebe bočicu pohraniti na temperaturi od 
2°C do 8°C kako bi se očuvala stabilnost proizvoda. Datum isteka odnosi se samo na diskove u neotvorenim spremnicima koji su 
pohranjeni prema uputama. Nemojte otvarati dok nije spremno za upotrebu. 

Prvo upotrijebite najstarije diskove, a bacite one kojima je istekao rok trajanja. Prije otvaranja pričekajte da se spremnici zagriju 
na sobnu temperaturu. Bočicu neupotrijebljenih diskova vratite u hladnjak. Bacite bočicu iz koje su tijekom jednog tjedna 
diskovi često vađeni. Bacite sve bočice koje su ostale na sobnoj temperaturi preko noći. 

UZORCI 

Ovi diskovi ne služe izravnoj upotrebi s kliničkim uzorcima niti s drugim izvorima koji sadrže miješanu floru. Organizmi za točnu 
identifikaciju moraju se prvo izolirati kao zasebne kolonije razmazivanjem uzorka na odgovarajuću podlogu za kulturu, te se 
potom njima mora rukovani na način opisan pod „Postupak ispitivanja”. 

POSTUPAK 

Priloženi materijal: Taxo ONPG Discs. 

Potreban materijal koji se nabavlja zasebno: mediji za dodatne kulture, reagensi, organizmi za kontrolu kvalitete i 
laboratorijska oprema prema potrebi za ovaj postupak. 

Postupak ispitivanja: Ispitivanje se obično provodi na organizmima nakon upotrebe kosog agara TSI Agar (TSI agar) ili kosog 
agara Kligler Iron Agar (Kligler agar željeza), koji su korisni za ispitivanje kultura koje ne pokazuju znakove fermentacije, ili 
samo fermentacije dekstroze, na te dvije obično korištene podloge. 
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1. Pripremite epruvete s 0,5 mL Trypticase sojinog bujona ili triptofan (Trypticase) bujona, 1% otopina. A umjesto toga 
možete i pripremiti epruvete s 0,2 mL obične fiziološke otopine (0,85% natrijevog klorida).  

2. Inokulirajte epruvetu bujona ili fiziološke otopine teškim inokulumom organizma koji treba ispitati, a koji je uzet iz kosog 
agara TSI ili Kligler kosog agara željeza ili s površine pločice sa svježom podkulturom. 

3. Aseptički dodajte disk ONPG svakoj inokuliranoj epruveti i jednoj neinokuliranoj kontrolnoj epruveti. 

4. Inkubirajte epruvete na 35°C. 

5. Pregledajte i zabilježite reakcije (prisutnost ili odsutnost žute boje) nakon 4 do 6 sati inkubacije. Nastavite s inkubacijom 
epruveta s negativnom reakcijom kroz narednih 24 sata prije nego što se odbace kao negativne. 

Korisnička kontrola kvalitete: Prilikom upotrebe provjerite učinkovitost s čistim kulturama stabilnih organizama za kontrolu 
kvalitete koji stvaraju poznate, željene reakcije. Preporučuju se sljedeći ispitni sojevi: 

ISPITNI SOJ OČEKIVANI REZULTATI 

Escherichia coli ATCC 25922 + (žuta boja) 

Morganella morganii ATCC 8019 – (bez promjene boje) 

Zahtjevi kontrole kvalitete moraju biti ispunjeni u skladu s važećim lokalnim, državnim i/ili saveznim propisima ili uvjetima 
akreditiranja i postupcima standardne kontrole kvalitete vašeg laboratorija. Preporučuje se da korisnik konzultira relevantne 
smjernice CLSI-ja i propise CLIA kako bi se upoznao s odgovarajućim postupcima kontrole kvalitete. 

REZULTATI 

Pojavljivanje žute boja označava pozitivnu reakciju za fermentaciju laktoze. 

OGRANIČENJA POSTUPKA1,2 

Za dobivanje visoke koncentracije enzima i brzu reakciju potreban je težak inokulum. 

Ispitivanje se ne može koristiti sa žuto pigmentiranim bakterijama ako otopina nije centrifugirana prije očitavanja rezultata. 

RADNA SVOJSTVA 

Prije izdavanja testirana su radna svojstva svih pakiranja diskova Taxo ONPG. Reprezentativni uzorci pakiranja stavljaju se u 
epruvete s triptofan bujonom, 1% i običnom fiziološkom otopinom za svaki ispitni organizam. Epruvete se zatim inokuliraju 
kulturama Escherichia coli (ATCC 25922), Morganella morganii (ATCC 8019) i Shigella sonnei (ATCC 9290) korištenjem teškog 
inokuluma. Epruvete se nakon inokulacije inkubiraju na 35 ± 2 °C. U epruvetama se nakon 4 do 6 sati očitava stvaranje žute boje. 
Epruvete s negativnom reakcijom se kroz dodatnih 24 do 48 sati ponovno inkubiraju prije nego što se odbace kao negativne. E. 
coli i S. sonnei daju pozitivnu reakciju s diskovima ONPG, što je vidljivo prisutnošću žute boje u epruvetama. M. morganii daje 
negativnu reakciju, što je vidljivo odsutnošću žute boje u epruvetama.  

DOSTUPNOST 

Kat. br. Opis 

231248 Taxo ONPG Discs, 50. 
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