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UTILIZARE SPECIFICA

India Ink Reagent Droppers (pipete cu reactiv cerneald de India) sunt utilizate pentru intensificarea speciilor Cryptococcus in
preparatele umede.

REZUMAT $I EXPLICATII

Cerneala de India faciliteaza vizualizarea capsulelor de polizaharide criptococice. Materialul capsular al criptococilor inlocuieste
particulele de carbon coloidal din cerneala, astfel incat capsula apare ca un halou de culoare deschisa in jurul microrganismelor, pe
un fundal negru.*

India Ink Reagent Droppers poate fi utilizat pentru colorarea probelor de puroi, exudat, tesut, sputd si sediment rezultat prin
centrifugarea urinei precum si lichid cerebrospinal (LCR).? Frotiul cu cerneala de India este extrem de util pentru probele de LCR
deoarece Crygtococcus neoformans reprezintd cea mai comuna cauza de infectii fungice ale sistemului nervos central (SNC) la
nivel mondial.” Prezenta formelor incapsulate de drojdii intr-un frotiu cu cerneala de India pe o proba de LCR reprezinta diagnosticul
pentru meningita criptococica.”

PRINCIPIILE PROCEDURII

Cerneala de India este un agent de colorare negativa care duce la evidentierea unui fundal intunecat si a organismelor necolorate.
Criptococii sunt forme de drojdii sferice (uneori ovale) cu diametrul intre 4 um si 20 um. Capsula de polizaharida criptococica este
prezenta la aproape toate speciile Cryptococcus si este rezistenta la coloratia cu cerneala de India.

REACTIVI

India Ink Reagent Droppers contine 0,5 mL de suspensie apoasa de cerneala de India cu agent de suspensie si conservant.
Avertismente si precautii:

Tn scopul diagnosticului in vitro.

Urmati procedurile de laborator adecvate pentru manipularea si inlaturarea materialului infectjios.

Instructiuni de depozitare: A se depozita in incaperi cu temperatura controlata intre 15 — 30°C. Fiecare pipeta poate fi utilizata
timp de o zi dupa spargerea fiolei.

Deteriorarea produsului: Reactivii sunt sigilati ermetic intr-o fiola, care asigura protectia solutiei impotriva instabilitatii chimice

pana la data de expirare. A nu se utiliza daca pe lamela de control a coloratiei se observa materiale sau organisme externe (a se
vedea ,Controlul calitatii efectuat de utilizator”). NU UTILIZATI dupa expirarea termenului de valabilitate.

PROCEDURA

Materiale furnizate: India Ink Reagent Droppers.

Materiale necesare, dar nefurnizate: Medii de cultura auxiliare, reactivi, organisme pentru controlul de calitate si echipament de

laborator necesar pentru aceasta procedura.

PROCEDURA DE TESTARE

Nota: LCR precum si alte lichide biologice trebuie centrifugate la 1.500 x g timp de 15 min Tnainte de prepararea lamelei, atunci

cand sunt disponibile probe de peste 1 mL.?

1. Tineti pipeta cu reactiv drept si cu VARFUL INDEPARTAT DE DUMNEAVOASTRA. Prindeti partea de mijloc cu degetul mare si
degetul aratator si strangeti usor pentru a sparge fiola din interiorul pipetei. Atentie: Spargeti fiola aproape de mijlocul ei o
singura data. Apoi nu mai manipulati pipeta, deoarece recipientul de plastic se poate gauri si va puteti rani.

2. Loviti fundul pipetei de cateva ori de masa. Apoi intoarceti pipeta pentru a asigura picurarea reactivului.

3. Intr-o linguritd de solutie salina steril3, ap& sau bulion, pe o lamela de microscop curétata in prealabil, addugati o cantitate mic&

dintr-o cultura tanara pe agar sau din sedimentul de proba, sau adaugati o picatura de LCR direct pe lama.

4. Adaugati o picatura de cerneala de India si amestecati.

5. Acoperiti cu o lamela subtire de acoperire, de dimensiuni mari. Apasati usor pentru a permite extinderea lichidului astfel incat sa

se formeze un film subtire sub lamela de protectie.

6. Scanati lamela la intensitate redusa si examinati la intensitate maxima sau in imersie de ulei pentru a identifica formele

incapsulate de drojdii.

Controlul calitatii efectuat de utilizator

1. Examinati reactivul in ceea ce priveste semnele de deteriorare (a se vedea ,Deteriorarea produsului”).

2. Probele martor pozitive (o culturd de 48 h de Cryptococcus neoformans ATCC 36556), negative (Candida albicans ATCC 10231)

si de coloratie (1 picatura de cerneala de India + 1 picatura de solutie salina sterila) trebuie desfasurate simultan cu analiza
organismului sau probei testate.
Cerintele controlului de calitate trebuie realizate conform reglementarilor aplicate local, national si/sau federal sau cerintelor de
acreditare si procedurilor de laborator standard pentru controlul calitati. Se recomanda ca utilizatorul sa apeleze la ghidurile
adecvate CLSI si reglementarile CLIA pentru tehnici adecvate ale controlului calitaji.



REZULTATE

in frotiurile pozitive, capsulele criptococice apar ca halouri limpezi, refractile fie in jurul celulelor de drojdii sau pozitionate intre
peretele celular bine definit si masa inconjuratoare de culoare neagra a particulelor de cerneala de India. Capsulele pot fi late sau
inguste. Celulele de drojdii pot fi rotunde, ovale sau alungite, mugurii pot fi absenti, individuali sau, rar, multipli. Mugurii pot fi
detasati de celula mama, dar inclusi intr-o capsula comuna.

LIMITARILE PROCEDURII

1. Se va acorda o atentie sporita pentru a nu interpreta gresit picaturile de grasime sau limfocitele ca si forme de drojdii. Picaturile
de grasime nu au un perete celular bine definit. Limfocitele au un contur neregulat si un nucleu excentric. Capsulele de
criptococi sunt de regula clar conturate si peretele bine definit al celulei de drojdie este localizat central in capsulé.3

2. Organismele de la pacientji infectati cu HIV pot sa nu prezinte capsule.”

3. Frotiurile cu cerneald de India efectuate pe sediment de LCR sunt pozitive in numai 60% din numarul total de cazuri de
meningitd criptococica.® Toate cererile pentru frotiuri cu cerneald de India trebuie suplimentate cu culturi sau analize pentru
detectarea antigenilor.®

4. Speciile Rhodotorula si speciile rare Torylopsis vor produce capsule.’

5. Frotiurile pozitive cu cerneala de India pot fi utilizate numai ca diagnostic prezumptiv. Diagnosticul definitiv trebuie realizat prin
cultura si/sau analize pentru detectarea antigenilor.™*

6. Tn cazul in care frotiul prezints o culoare prea intunecata, diluati cerneala de India cu apa steril, distilata, in raport de 1:2 si
efectuati un nou frotiu. Probele tratate cu 20% KOH nu pot fi utilizate pentru preparatele cu cerneala de India.

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA

Cryptococcus neoformans este un agent cauzativ al meningitei. Cateva studii sustin utilitatea coloratiei cu cerneala de India ca
fiind unul dintre instrumentele de diagnosticare a C. neoformans. Aceste articole arata faptul ca metoda coloratiei cu cerneala de
India este utila pentru identificarea C. neoformans in probele de lichid cerebrospinal (LCR).
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