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Hrvatski

NAMIENA

BD BBL Indole Reagent Droppers (kapaljke sreagensom indolom) (izmijenjen Kovacsev reagens) koriste se za odredivanje
sposobnosti bakterija da proizvode indol pomo¢u deaminacije triptofana.

S AZETAK | OBJASNJENJE

Proizvodnja indola u sirokoj je primjeni kao pomo¢ u diferencijaciji odredenih rodova iwsta unutar istog roda.

Reagens indol moze se koristiti za postupke u epruvetama ili postupke ekstrakcije ili s razli¢itim biokemijskim kompletima koji
zahtijevaju upotrebu Kovacsevih ili Ehrichovih reagensa.'?

Svaka kapaljka mora se potrositi uroku od jednog dana nakon razbijanja ampule.

NACELA POSTUPKA

Pozitivna reakcija ukazuje na prisutnost enzima triptofanaze koji reagira s triptofanom kako bi proizveo indol. Proizvedeni
indol reagira u hranjivoj podlozi s dodatkom kiseline s p-dimetilaminobenzaldehidom iz reagensa za ispitivanje indola kako bi
stvorio crveno-ljubicasti kinon sastojak.

RE AGENSI

Kapaljke sreagensom indolom sadrze 0,5 mL 5%-tnog p-dimetilaminobenzaldehida rastoplienog u otopini 25% klorovodi¢ne
kiseline 175% izobutilnog alkohola.

Upozorenjai mjereopreza:

Za in vitro dijagnostiku.

Prilikom rukovanja iodlaganja zaraznih materijala pridrzavajte se praviinih laboratorijskih postupaka.

Uzrokuje opekotine. Nadrazuje diSni sustav. Ako dode udodir s o¢ima, odmah dobro isperite vodom i potrazite savjet lijecnika.
U slu¢aju da dode do nezgode ili se ne osjecate dobro, odmah potrazite lije¢nicku pomo¢ (ako je moguce, pokazite lije¢niku
naljepnic u).

Opasnost

gy

H226 Zapaljiva tekuéina i para. H302 Stetno ako se proguta. H314 Uzrokuje teske opekline koZe i ozljede oka. H335 MoZe nadraZii
disni sustav. H336 MozZe izazvati pospanostili vrtoglavicu.

P260 Ne udisati prasinu/dim/plin/maglu/pare/aerosol. P280 Nositi zastitne rukavice/zastitno odijelo/zastitu za oci/zastitu za lice.
P303+P361+P353 U SLUCAJU DODIRA S KOZOM (ili kosom): odmah uk oniti/skinuti svu zagadenu odjeéu. Isprati koZu
vodom/tu$iranjem. P305+P351+P338 U SLUCAJU DODIRA S OCIMA: oprezno ispirati vodom nekoliko minuta. UK oniti kontakine
leée ukoliko ih nositei ako se one lako uklanjaju. Nastavitiispiranje. P403+P233 Skiadistitina dobro prozragenom mjestu. Cuvatiu
dobro zatvorenom spremniku. P501 Odloziti sadrzaj/spremniku skladu s lokalnim/regionalnim/nacionalnim medunarodnim
propisima.

Upute za éuvanje: Cuvajte na sobnoj temperaturi na 15 - 30 °C. Zastitite od svjetla.

Pogorsanje kvalitete proizvoda: Ovajreagens hermeticki je zatvoren uampuli koja Stiti otopinu od kemijske nestabilnosti do
datuma isteka valjanosti. Promjena u boji reagensa od svijetlozute do smede ukazuje na nepropisno Cuvanje, $to moze
uzrokovati slabije reakcije.

POSTUPAK
PriloZeni materijal: BD BBL Indole Reagent Droppers.

Potreban materijal kojise nabavlja zasebno: hranjive podloge za dodatne stani¢ne kulture, reagensi, organizmi za kontrolu
kvalitete ilaboratorijska oprema potrebna zaovaj postupak.



Postupdi i rezultati ispitivanja:

Prilikom upotrebe kapaljki s reagensom indolom drzite ih u uspravnom polozaju i US MJERITE VRH OD SEBE. Uhvatite sredinu
palcem i kazZiprstom ilagano stisnite kako biste slomili staklenu ampulu u kapaljci. Upozorenje: Ampulu morate slomiti blizu
sredine samo jednim p otezom. Nemojte dalje rukovati kapaljkom jer moze doci do probijanja plastike i ozljeda. Udarite
nekoliko puta dnom kapaljke po powrSini stola. Kada je spremna za upotrebu, okrenite je radi pravilnog doziranja reagensa kap
po kap za provodenje potrebnog postupka ispitivanja.

A. Brza metoda uepruveti (Amold i Weaver)?

1. Dobro inokulirajte ¢istu stani¢nu kufturu organizama koje treba testirati u 1 mL prethodno ugrijanog bujona koji se
sastoji od 0,03% triptofana, 0,1% peptona i 0,5% dikalijevog fosfata (K,HPO,) u pro¢is¢enoj vodi. Bujon treba prilagoditi
pH wrijednosti 7,4-7,8.

Inkubirajte epruvete uvodenoj kupelji na 35 -37 °C utrajanju od dva sata.
Dodajte sadrzaj jedne kapaljke s reagensom.
Pojava crvenog prstena na powisini bujona unutar 30 sekundi ukazuje na pozitivnu reakciju za proizvodnju indola. Zuta
boja je negativna.
B. Standardna metoda u epruveti

1. Inokulirajte cistu stani¢nu kulturu organizma koji treba testirati u epruvetu sa stani¢cnom kulturom koja sadrzi 4 mL
sojinog bujona BD Trypticase SoyBroth.

2. Inkubirajte utrajanju od 18 -24 h na temperaturi od 35-37°C.

3. Dodajte sadrzaj jedne kapaljke s reagensom. Njezno promijesajte.

4. Pojava crvenog prstena na powini bujona unutar 30 sekundi ukazuje na pozitivnu reakciju za proizvodnju indola. Zuta
boja je negativna. Napomena: Za osjetljiviju reakciju treba asepticki ukloniti 1 —2 mL stani¢ne kulture iz epruvete sa
stanicnom kutturom iinkubirati dodatna 24 sata. Ispitajte ponovno. Negativna reakcija po isteku razdoblja od 48 h
ukazuje da nije proizveden indol.

C. Ekstrakcija pomocu ksilena

1. Inokulirajte cistu stani¢nu kulturu organizma koji treba testirati u4 mL odgovaraju¢e hranjive podloge za ispitivanje. Za
ispitivanje wrste Enterobacteriaceae koristite 1% otopinu tryptophan (BD BBL Trypticase). Za ostale wrste koristite BD BBL
Indole Nitrite Medium (nitritnu hranjivu podlogu s indolom).
Inkubirajte na 35-37 °C tijekom 18 —24 h.
Dodajte 1 mL ksilena. Dobro promijesajte.
Kada se slojevi po¢nu odvajati, dodajte sadrzaj jedne kapaljke sreagensom indolom.

vk wnN

Pojava crvenog prstena na powvisini ksilena unutar 30 sekundi ukazuje na pozitivnu reakciju za proizvodnju indola. Zuta

boja je negativna. Napomena: Za osjetljiviju reakciju treba asepticki ukloniti 1 —2 mL stani¢ne kulture iz epruvete sa

stanicnom kulturom iinkubirati dodatna 24 sata. Ispitajte ponovno. Negativna reakcija po isteku razdoblja od 48 h

ukazuje da nije proizveden indol.

D. Ostale metode: Kapalike s reagensom indolom mogu se koristiti u ina¢icama postupka ispitivanja indola koji koriste
Kovacsev ili Ehrlichov reagens indol. Za test uocavanja indola koristite BD BBL DMACA kapaljke s reagensom indolom.

Korisnitka kontrola kvalitete:

1. Provjerite ima li na reagensu znakova pogorsanja (pogledajte ,Pogorsanje kvalitete proizvoda”).

2. Preporuuje se istowremeno pokrenuti pozitivne (Escherichia coli ATCC 25922)inegativne (Klebsiella pneumoniae ATCC
33495) kontrole kod organizama koje treba ispitati.

Zahtjevi kontrole kvalitete moraju biti ispunjeni u skladu s vaze¢im lokalnim, drzavnim iili saveznim propisima ili uvjetima

akreditiranja i postupcima standardne kontrole kvalitete vaseg laboratorija. Preporucuje se da korisnik konzultira relevantne

smjemice CLSI-aipropise CLIA zaodgovarajute postupke kontrole kvalitete.

OG RANICENJA POSTUPKA
Dopustite da prode najmanje 30 sekundi da se boja razvije prije nego Sto ispitivanje reagensa indola pocnete smatrati
negativnim. Pigmentirani organizmi mogu dati dvosmislene rezultate.

RAD NA SVOIJSTVA*

Miller i Wright testirali su Kovacsev reagens indol, p-dimetilaminobenzaldehid (DMABA), Ehrichov reagens indol i p-
dimetilaminocinamaldehid (DMACA) kao spot reagense indola kako bi ispitali 359 sojeva gram-negativnih Stapica koji rastu na
agaru s ovw¢jom knvi (SBA), sojinom agaru BD BBL Trypticase SoyAgar(TSA) iagaru MacConkey (MAC). Svi su reagensi bili
precizni detektor proizvodnje indola kod ¢lanova wrste Enterobacteriaceae, uz iznimku Providencia alcalifaciens, kada su
organizmi uzeti sagara SBAIli TSA, ali ne sagara MAC. Osim toga, analizirana je sveukupna reakcija postupka uocavanja indola
pomocu 183 poznata kontrolna soja pozitivna na indol. Ovi su rezultati navedeni u tablici u nastavku.



Reagens Br. otkrivenih pozitivnih/Br. pozitivnih kontrola (% pozitivnih)

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)

D OSTUPNOST
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Tehnicki servisi podrska na BD Diagnostics: obratite se lokalnom predstavniku tvrtke BD ili posjetite www.bd.com/ds.
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