	Среда индол-нитратная

Indol Nitrate Medium
	Кат. № 1504

Фасовка 500 г. Срок годности 4 года.   
Хранить при температуре 20°С


Среда для дифференциации грамотрицательных бактерий по образованию
индола и восстановлению нитрата до нитрита

Формула в граммах на литр


Казеиновый пептон
20,0
Na2HPO4
2,0


Декстроза
1,0
Нитрат калия
1,0


Бактериологический агар
1,0



Конечная величина pH 7,2 ± 0,2 при 25°C

Приготовление

Развести 25 г среды в 1 литре дистиллированной воды. Для проведения тестов на подвижность и обнаружение газа добавить 2 г агара. Тщательно перемешать и нагреть. Часто помешивая, довести до кипения. Кипятить в течение минуты до полного растворения. Разлить среду в пробирки до половины их высоты и стерилизовать 15 минут при 121°C. Среде с агаром дать затвердеть в пробирках в вертикальном положении. Использовать среду в течение первых 2 суток после приготовления. При более длительном хранении нагреть до кипения на водяной бане для регенерации среды. Готовая среда имеет светло-янтарную окраску и должна храниться при 2–8°C.

Использование

Среда с индолом и нитратом – полужидкая среда для обнаружения восстановления нитрата и образования индола широким спектром микроорганизмов. Способность к восстановлению нитратов является характерной особенностью большинства представителей семейства Enterobacteriaceae.

Казеиновый пептон является источником питательных веществ, необходимых для роста микроорганизмов: азота, витаминов, минеральных солей и аминокислот. Нитрат калия является субстратом для осуществления нитратредукции. Декстроза – ферментируемый  углевод, источник углерода и энергии. 

Тест на индол должен проводиться после инкубации в течение 24−48 часов (или после получения хорошего роста бактерий) при температуре 35±2°C добавлением нескольких капель Реагента Ковача (кат. № 5205). Тест является положительным, если через несколько минут слой реагента приобретает розовый или красный цвет.

Тест на нитратредукцию проводится с использованием реактива Грисса (Griess Reagent), состоящего из двух растворов:


Раствор А:

Раствор В:


Сульфаниловая кислота
8 г
Альфа-нафтиламин
10 мг


Уксусная кислота 5N
1 л
Уксусная кислота 5N
1 л

Растворы можно хранить в холодильнике при 4°C около 3 месяцев.

Для исследования нитратредукции использовать 3 пробирки: положительный контроль (Escherichia coli), отрицательный контроль (Acetobacter calcoaceticus) и третью пробирку для сравнения. 

Каждую пробирку инокулировать уколом большим количеством посевного материала. Инкубировать при 35°C в течение 8, 12 и 24 часов, после чего добавить примерно по 5 капель растворов А и В. Тест считать положительным в случае образования красной окраски в течение 1–2 минут (наличие нитратредукции). В слу​чае отсутствия окрашивания добавить к пробирке щепотку порошка цинка (без содержания нитратов и нитри​тов) и наблюдать возникновение (или отсутствие) красной окраски: а) в случае отсутствия нитратредукции в пробирке, цинк будет восстанавливать нитрат до нитрита с образованием красной окраски при взаимодействии с реактивом Грисса. Это говорит о неспособности исследуемой культуры к нитратредукции (отрицательный тест); б) отсутствие окрашивания свидетельствует об отсутствии нитратов в среде вследствие их восстановле​ния тестируемым организмом с возможным образованием газообразного азота (положительный тест).

Микробиологический тест

Следующие результаты были получены при использовании среды на тестовых культурах после инкубации при 35±2°C и наблюдались через 24 часа.

	Микроорганизмы
	Рост
	Нитрит
	Индол

	Escherichia coli ATCC 25922
	Хороший
	+
	+

	Salmonella typhimurium ATCC 14028
	Хороший
	+
	–


