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PRZEZNACZENIE
Zakraplacze India Ink Reagent Droppers (zakraplacze tuszu chinskiego) stosuje sie w celu zwiekszenia mikroskopowego
wykrywania grzybow z rodzaju Cryptococcus w preparatach mokrych.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

Tusz chinski umozliwia uwidocznienie polisacharydowej otoczki grzybéw z rodzaju Cryptococcus. Materiat tworzacy otoczke
Cryptococcus wypiera czasteczki wegla koloidowego tuszu w taki sposéb, ze otoczka wyglada jak wyrazne przejasnienie
dookota drobnoustrojow na czarnym tle.’!

Zakraplacze India Ink Reagent Droppers (zakraplacze tuszu chinskiego) mozna stosowa¢ do barwienia ropy, wysieku, tkanki,
plwociny, osadu odwirowanego moczu oraz preparatéw ptynu mézgowo-rdzeniowego.? Rozmaz z uzyciem tuszu chinskiego
jest szczegodlnie uzyteczny w przypadku preparatéow ptynu moézgowo-rdzeniowego, poniewaz Cryptococcus neoformans jest
najczestsza na $wiecie przyczyng grzybiczych zakazen osrodkowego uktadu nerwowego.? Wyglad drozdzakowych postaci
grzybéw tworzacych otoczke w rozmazie ptynu mézgowo-rdzeniowego zabarwionego tuszem chinskim jest diagnostyczny,
umozliwiajagc rozpoznanie kryptokokowego zapalenia opon.*

ZASADY PROCEDURY

Barwienie z uzyciem tuszu chinskiego jest barwieniem negatywnym, w wyniku ktérego otrzymujemy ciemne tio i
niewybarwione drobnoustroje. Grzyby z rodzaju Cryptococcus sa kulistymi (czasami owalnymi) postaciami drozdzakéw, ktérych
$rednica waha sie od 4 do 20 um. Polisacharydowa otoczka kryptokokdéw wystepuje u prawie wszystkich przedstawicieli rodzaju
Cryptococcusi jest odporna na barwienie tuszem chinskim.

ODCZYNNIKI

Zakraplacze India Ink Reagent Droppers (zakraplacze tuszu chinskiego) zawierajg 0,5 mL wodnej zawiesiny tuszu chinskiego
wraz ze $srodkiem zawieszajgcym i konserwujgcym.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci:

Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Nalezy przestrzega¢ odpowiednich procedur laboratoryjnych dotyczacych obchodzenia sie z materiatami zakaznymi oraz ich
utylizacji.

Przechowywanie: Przechowywa¢ w kontrolowanej temperaturze pokojowej 15 — 30°C. Kazdy zakraplacz nadaje sie do zuzycia
w ciggu jednego dnia po otwarciu amputki.

Pogorszenie jakosci produktu: Odczynniki sg hermetycznie zamkniete w amputce, dzieki czemu roztwér jest zabezpieczony
przed rozpadem chemicznym do uptywu daty waznosci. Nie nalezy uzywa¢, jesli materiaty lub drobnoustroje pochodzace z
zewnatrz sg obecne na wybarwionym szkietku kontrolnym (patrz , Kontrola jakosci przez uzytkownika”). NIE uzywa¢ po
uptywie terminu waznosci.

PROCEDURA

Dostarczane materiaty: Zakraplacze India Ink Reagent Droppers (zakraplacze tuszu chinskiego).

Materialy wymagane, ale niedostarczane: Pomocnicze pozywki hodowlane, odczynniki, szczepy do kontroli jakosci i sprzet
laboratoryjny niezbedny do wykonania tej procedury.

Procedura testowa

Uwaga: W przypadku, gdy dostepny jest wiecej niz 1 mL materiatu, przed przygotowaniem szkietka ptyn mézgowo-rdzeniowy i
inne ptyny ciata nalezy odwirowa¢ z przyspieszeniem 1500 x g przez 15 minut.?

1. Trzymaé¢ zakraplacz z odczynnikiem w pozycji pionowej z KONCOWKA SKIEROWANA OD SIEBIE. Chwyci¢ cze$é srodkowg
kciukiem i palcem wskazujgcym, a nastepnie delikatnie $cisng¢ w celu ztamania amputki wewnatrz zakraplacza. Przestroga:
Ztamac¢ amputke w okolicach jej srodka ty/ko raz. Nie manipulowa¢ zakraplaczem w inny sposob, gdyz plastik moze zosta¢
przektuty i spowodowac zranienie.

2. Postuka¢ kilkakrotnie dnem zakraplacza o stét. Nastepnie odwrécic w celu wygodnego dawkowania odczynnika
pojedynczymi kroplami.



3. Do niewielkiej ezy jatowej soli fizjologicznej, wody lub bulionu umieszczonych na uprzednio oczyszczonym szkietku
mikroskopowym nalezy doda¢ niewielka ilo$¢ kolonii z mtodej hodowli agarowej lub osad materiatu, albo bezposrednio
podac krople ptynu mézgowo-rdzeniowego na szkietko.

4. Dodac jedng krople tuszu chinskiego i wymieszac.

5. Nakry¢ cienkim, duzym szkietkiem nakrywkowym. Delikatnie docisng¢, aby umozliwi¢ rozprowadzenie ptynu w formie
cienkiej warstwy pod szkietkiem nakrywkowym.

6. Obejrze¢ szkietko pod matym powiekszeniem i doktadnie obejrze¢ pod duzym powiekszeniem lub uzywajac obiektywu
immersyjnego, szukajgc otoczkowych postaci drozdzakow.

KONTROLA JAKOSCI PRZEZ UZYTKOWNIKA
1. Sprawdzi¢ odczynnik pod katem oznak pogorszenia jakosci (patrz ,,Pogorszenie jakosci produktu”).

2. Preparaty szczepow kontroli dodatniej (trwajaca 48 godzin hodowla Cryptococcus neoformans ATCC 36556), ujemnej
(Candida albicans ATCC 10231) i barwnika (1 kropla tuszu chinskiego + jedna kropla jatowej soli fizjologicznej) nalezy
wykonac réownoczesnie z preparatami badanych drobnoustrojow lub materiatéw.

Nalezy postepowa¢ zgodnie z obowigzujgcymi wymaganiami kontroli jakosci, wynikajacymi z przepiséw lokalnych, krajowych

lub federalnych, wymogami akredytacji oraz standardowymi procedurami kontroli jakosci w danym laboratorium. W celu

ustalenia wtasciwych zasad kontroli jakosci zaleca sie korzystanie z odnosnych wytycznych CLSI lub przepiséw CLIA.

WYNIKI

W rozmazach dodatnich otoczki kryptokokéw wygladajg jak przejrzyste, zatamujace swiatto strefy przejasnien albo wokét
komoérek drozdzakow, albo rozmieszczone pomiedzy dobrze odgraniczong $ciang komoérkowa i otaczajgcymi czarnymi masami
czasteczek tuszu chinskiego. Otoczki mogg by¢ szerokie lub waskie. Komérki drozdzakéw moga by¢ okragte, owalne lub
wydtuzone; formy paczkujgce moga by¢ nieobecne, pojedyncze lub, rzadko, liczne. Formy paczkujgce moga by¢ oddzielone od
komorki macierzystej, ale zamknigte we wspodlnej otoczce.

OGRANICZENIA PROCEDURY

1. Nalezy zwrdéci¢ uwage, aby btednie nie uznac¢ kropli ttuszczu lub limfocytéw za postacie drozdzakéw. Krople ttuszczu nie
cechuja sie obecnoscig dobrze odgraniczonej Sciany komoérkowej. Limfocyty charakteryzujg sie nieréwnymi granicami i
mimosrodkowo potozonym jadrem. Otoczka kryptokokéw ma zwykle ostro obrysowany kontur, a dobrze odgraniczona
$ciana komérkowa drozdzakow jest potozona centralnie wewnatrz otoczki.

2. Drobnoustroje u chorych na AIDS moga nie posiada¢ otoczek.’

3. Rozmazy z uzyciem tuszu chinskiego wykonane na preparatach z osadu ptynu mézgowo-rdzeniowego sg dodatnie jedynie
w 60% wszystkich przypadkéw kryptokokowego zapalenia opon.® Wszystkie prosby o wykonanie rozmazéw z uzyciem
tuszu chinskiego nalezy uzupetni¢ hodowla lub badaniami wykrywajgcymi antygeny.?

4. Grzyby z rodzaju Rhodotorulairzadko Torulopsis wytwarzajg otoczki.*

5. Dodatni rozmaz z uzyciem tuszu chifnskiego moze by¢ wykorzystany jedynie do ustalenia prawdopodobnego rozpoznania.
Ostateczne rozpoznanie musi by¢ zakonczone hodowlg i/lub badaniami wykrywajacymi antygeny.'?

6. Jesli rozmaz jest zbyt ciemny, nalezy rozcienczy¢ tusz chinski w proporcji 1:2 jatowa, destylowang wodg lub wykona¢ nowy
rozmaz. Materiatéw poddanych dziataniu 20% KOH nie mozna stosowac¢ do wykonania preparatéw z uzyciem tuszu
chinskiego.

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Cryptococcus neoformans jest przyczyng zapalenia opon. Szereg badan>'® wskazuje na przydatnosé barwienia z uzyciem tuszu
chinskiego jako jednego z narzedzi w rozpoznawaniu C. neoformans. Wspomniane artykuty pokazuja, ze barwienie z uzyciem
tuszu chinskiego jest uzyteczne w identyfikacji C. neoformans w prébkach ptynu mézgowo-rdzeniowego.
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