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India Ink Reagent Droppers (drabetaellere med tuschreagens) anvendes til at forsteerke den
mikroskopiske detektion af Cryptococcus spp. i vadpraeparater.

RESUME OG FORKLARING

Tusch letter visualiseringen af kryptokokpolysakkaridkapsler. Kryptokokkers kapselmateriale
fortreenger tuschens kolloide kulstofpartikler, saledes at kapslen fremtraeder som en klar ring
omkring mikroorganismerne pa en sort baggrund.'

India Ink Reagent Droppers kan anvendes til at farve pus, ekssudat, vaev, sputum og
sediment fra centrifugeret urin samt prever med cerebrospinalvaeske (pa engelsk CSF).?
Tuschudstrygningen er iseer nyttig til CSF prover, fordi Cryptococcus neoformans er den

mest almindelige arsag til svampeinfektion i centralnervesystemet (pa engelsk CNS) over
hele verden.? Fremkomsten af indkapslede geerformer i en tuschudstrygning af CSF er et
diagnostisk tegn pa kryptokokmeningit.*

PROCEDUREPRINCIPPER

Tusch er en negativ farvning som resulterer i en merk baggrund og ufarvede organismer.
Kryptokokker er sfeeriske (somme tider ovale) geerformer med en storrelse pa 4 pm til 20 pm
i diameter. Kryptokokpolysakkaridkapslen er tilstede pa naesten alle Cryptococcus spp. og er
resistent overfor farveleegning med tusch.

REAGENSER

India Ink Reagent Droppers indeholder 0,5 mL vandig tuschsuspension med suspensionsmiddel
og konserveringsmiddel.

Advarsler og forholdsregler:
Til in vitro diagnostisk anvendelse

Folg de korrekte laboratorieprocedurer i handteringen og bortskaffelse af smittefarlige
materialer.

Opbevaring: Opbevares ved kontrolleret stuetemperatur pa 15 — 30°C. Hver drébeteeller er
holdbar i 1 dag efter ampullen er blevet knaekket.

Produktforringelse: Reagenserne er hermetisk forseglede i en ampul, som beskytter
oplesningen mod kemisk ustabilitet indtil udlgbsdatoen. Ma ikke anvendes, hvis fremmed
materiale eller organismer er tilstede pa farvningskontrolpreepapatetglasset (se venligst
“Brugerkvalitetskontrol”). Ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen.

PROCEDURE
Inkluderede Materialer: India Ink Reagent Droppers.

Nodvendige materialer, der ikke er inkluderede: Supplerende dyrkningsmedier, reagenser,
organismer til kvalitetskontrol og laboratorieudstyr som er nedvendige til denne procedure.

Testprocedure

Bemaerk: CSF, og andre legemsvaesker, ber centrifugeres ved 1.500 x g i 15 min for

forberedelse af preeparatglasset, hvis mere end 1 mL prove er tilgeengelig.?

1. Hold drabetaelleren med reagens opret og PEG SPIDSEN VZK FRA DIG SELV. Hold fast ved
midten med tommel-og pegefingeren, og klem forsigtigt for at knaekke ampullen indeni
drébetaelleren. Forsigtig: Bryd ampullen taet pa dens midte og kun én gang. Drabetzelleren
ma ikke handteres yderligere, da plastikken kan punktere og skade kan forekomme.

2. Bank bunden af drabeteelleren pa bordpladen et par gange. Drabeteelleren kan derefter
vendes og benyttes til letanvendelig drabevis reagensdispensering.

3. Tilseet en lille smule sterilt saltvand, vand eller bouillon til et rengjort preeparatglas,
og tilseet derefter en lille maengde veekstmateriale fra en ung agardyrkning eller
provesediment eller tilseet en drabe CSF direkte til preeparatglasset.

4. Tilseet en drabe tusch og bland.

5. Daek med et tyndt, stort deekglas. Tryk forsigtigt, saledes at veesken spredes i et tyndt lag
under deekglasset.

6. Scan praeparatglasset under lav gennemlysning og undersag det for indkapslede
gaerformer under staerk gennemlysning eller olieimmersion.

Brugerkvalitetskontrol

1. Undersag reagensen for tegn pa forringelse (se “Produktforringelse”).

2. Positive (en 48-h dyrkning af Cryptococcus neoformans ATCC 36556), negative (Candida
albicans ATCC 10231) og farvningskontroller (1 drabe tusch + 1 drabe sterilt saltvand) skal
kores samtidig med, at organismen testes.

Krav til kvalitetskontrol skal opfyldes i henhold til geeldende lokale og nationale regler eller

godkendelseskrav og dit laboratoriums standard kvalitetskontrolprocedurer. Det anbefales, at

brugeren holder sig til relevante CLSI retningslinier, og CLIA regler med henblik p& passende
kvalitetskontrolpraksis.

RESULTATER

Kryptokokkapsler vil, i positive udstrygninger, optreede som klare, lysbrydende ringe

enten omkring gaercellerne eller placeret mellem den veldefinerede celleveeg og den
omkringliggende sorte masse af tuschpartikler. Kapsler kan veere brede eller smalle.
Geercellerne kan optreede som runde, ovale eller langstrakte; knopper kan veere fraveerende,
enkeltstaende eller, i sjeeldne tilfeelde, mangfoldige. Knopperne kan veere losrevet fra
modercellen, men indeholdt i samme kapsel.

PROCEDURENS BEGRANSNINGER

1. Der skal udvises omhyggelighed for ikke at mistyde fedtstofdraber eller lymfocytter som
gaerformer. Fedtstofdraber vil ikke have en veldefineret celleveeg. Lymfocytter har en
lodden breemme og en excentrisk kerne. Kryptokokkapsler er normalt skarpt aftegnede, og
den veldefinerede geercelleveeg er placeret i centrum af kapslen.?

2. Organismer fra AIDS patienter har muligvis ikke nogen kapsler.!

3. Tuschudstrygninger foretaget af CSF sediment er positive i kun 60% af alle tilfeelde af
kryptokokmeningit.> Alle anmodninger om tuschudstrygninger skal suppleres med dyrkning
eller antigendetektion.?



Rhodotorula spp. og sjeeldent Torulopsis spp. kan producere kapsler.*

5. Positive tuschudstrygninger ma kun anvendes som forelgbig diagnose. Definitiv diagnose
skal fuldferes ved hjeelp af dyrkning og/eller antigen detektion."?

6. Hvis udstrygningen er for merk, fortyndes tuschen med 1:2 dele sterilt, destilleret vand,
og der laves en ny udstrygning. Prover behandlet med 20% KOH ma ikke anvendes til
tuschpraeparater.

FUNKTIONSDATA

Cryptococcus neoformans er en forarsagende agens for meningitis. Adskillige undersggelser5-10
henviser til anvendeligheden af tuschfarvningen som ét af redskaberne til diagnosticering af
C. neoformans. Disse artikler viser, at tuschfarvningen er nyttig til identificering af

C. neoformans i cerebrospinalvaeskepraver (CSF).
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