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Svenska
AVSEDD ANVANDNING

India Ink Reagent Droppers (blackreagenspipetter) anvands for att férbattra mikroskopisk
detektion av Cryptococcus spp. i vata preparat.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Black gor det lattare att se kryptokockkapslar av polysackarid. Materialet hos
kryptokockkapslar ersatter de kolloidala kolpartiklarna i blacket sa att kapseln framstar som
en klar ring runt mikroorganismerna mot en svart bakgrund.!

India Ink Reagent Droppers kan anvéndas for att farga var, exsudat, vavnad, sputum och
sediment av centrifugerad urin samt prover av cerebrospinalvétska (CSF).2 Blackutstryk &ar
sarskilt anvandbara for CSF-prover, eftersom Cryptococcus neoformans ar den vanligaste
orsaken globalt till fungés infektion i centrala nervsystemet (CNS).3 Férekomsten av inkapslade
jasttyper i ett blackutstryk av CSF ar diagnostisk for kryptokockmeningit.4

PRINCIPER FOR METODEN

Black ar ett negativt fargamne som resulterar i en moérk bakgrund och oférgade
organismer. Kryptokocker &r sfériska (ibland ovala) jasttyper, som ar 4 — 20 ym i diameter.
Kryptokockkapseln av polysackarid finns hos nastan alla Cryptococcus spp. och den &r
resistent mot fargning med black.

REAGENSER

India Ink Reagent Droppers innehaller 0,5 mL vattenbaserad suspension av black med
suspenderande medel och konserveringsmedel.

Varningar och férsiktighetsbeaktanden:

Avsedd for in vitro-diagnostik.

Folj korrekta laboratorieférfaranden vid hantering och kassering av infektidsa material.
Forvaringsanvisningar: Férvaras vid kontrollerad temperatur, 15 - 30 °C. Pipetter kan
anvandas under en dag efter att ampullen brutits.

Produktnedbrytning: Reagenserna ar hermetiskt inneslutna i ampuller, vilket gor att
I6sningarna forblir kemiskt stabila till utgangsdatumet. Anvéands inte om frammande material

eller organismer ar narvarande pa objektglas for fargningskontroll (se “Kvalitetskontroll
utférd av anvandaren”). Far ej anvandas efter utgangsdatum.

FORFARANDE
Tillhandahallet material: India Ink Reagent Droppers.

Material som krévs men ej medfdljer: Extra odlingsmedier, reagenser, organismer for
kvalitetskontroll och sadan laboratorieutrustning som kravs féor denna metod.

TESTFORFARANDE

OBS! CSF och andra kroppsvatskor skall centrifugeras vid 1 500 x g i 15 min fére beredning av

objektglas om ett prov storre &n 1 mL finns tillgangligt.2

1. Hall reagenspipetten uppratt och RIKTA SPETSEN BORT FRAN DIG. Fatta pipetten i mitten
med tummen och pekfingret och klam forsiktigt ihop den for att bryta ampullen inne i
pipetten. Obs! Bryt ampullen nara dess mitt och endast en gang. Hantera darefter pipetten
férsiktigt, eftersom plasten annars kan punkteras och skador uppsta.

2. Knacka pipettens botten mot en bordsskiva nagra ganger. Vand den dérefter upp och ned
for att dispensera reagens droppvis.

3. Satt en liten mangd véxt fran en ung agarkultur eller provsediment till en liten 6gla full
med steril koksaltlésning, vatten eller buljong pa objektglaset, eller placera en droppe CSF
direkt pa objektglaset.

4. Tillsatt en droppe black och blanda.

5. Tack med ett tunt, stort tackglas. Tryck forsiktigt sa att vatskan sprids som en tunn film
under tackglaset.

6. Skanna objektglaset vid liten férstoring och undersok det vid hég forstoring eller
oljeimmersion for inkapslade jasttyper.

KVALITETSKONTROLL UTFORD AV ANVANDAREN

1. Undersok reagenset fér tecken pa nedbrytning (se “Produktnedbrytning”).

2. Positiva (en 48-timmarskultur av Cryptococcus neoformans ATCC 36556), negativa (Candida
albicans ATCC 10231) och fargade (1 droppe bléack + 1 droppe steril koksaltlésning)
kontroller skall kéras samtidigt med den organism eller det prov som testas.

Kvalitetskontroll maste utforas i enlighet med géllande bestammelser eller ackrediteringskrav

samt laboratoriets etablerade procedurer for kvalitetskontroll. Det rekommenderas

att anvandaren konsulterar tillampliga CLSI-riktlinjer och CLIA-foreskrifter for lampliga

kvalitetskontrollférfaranden.

RESULTAT

| positiva utstryk ses kryptokockkapslarna som klara, ljusbrytande ringar som antingen omger
jastcellerna eller befinner sig mellan den vél avgransade cellvaggen och den omgivande
svarta massan av blackpartiklar. Kapslarna kan vara breda eller smala. Jastcellerna kan vara
runda, ovala eller utstrackta; knoppar kan saknas, finnas ensamma eller, sallan, finnas i flertal.
Knopparna kan vara skilda fran modercellen, men sitta i samma kapsel.

METODENS BEGRANSNINGAR

1. Man maste vara forsiktig sa att fettdroppar och lymfocyter inte misstas for jasttyper.
Fettdroppar har inte val avgransade cellvaggar. Lymfocyter har en raggig gransyta och
en excentrisk karna. Kryptokockkapslarna har vanligen skarpa konturer och den val
avgransade jastcellsvaggen sitter mitt i kapseln.3

2. Organismer i AIDS-patienter har eventuellt inte kapslar.!

3. Blackutstryk pa CSF-sediment &r positiva i endast 60 % av alla fall av kryptokockmeningit.3
Alla bestallningar av tuschutstryk skall kompletteras med kultur eller antigendetektion.3

4. Rhodotorula spp. och séllsynta Torulopsis spp. bildar kapslar.4

5. Positiva blackutstryk kan endast anvandas som underlag for presumtiva diagnoser. For
definitiva diagnoser maste kultur och/eller antigendetektion anvandas.'3



6. Om utstryket ar for morkt skall blacket spadas 1:2 med sterilt, destillerat vatten, och ett nytt
utstryk goras. Prover som behandlats med 20 % KOH skall inte anvandas for blackberedning.

KLINISK PRESTANDA

Cryptococcus neoformans &r ett kausativt agens fér meningit. Flera studier5-10 tyder pé att
blackfargning &r anvandbar som ett av hjalpmedlen fér diagnostisering av C. neoformans.
Dessa artiklar visar att blackfargning &r anvandbar vid identifiering av C. neoformans i prover
av cerebrospinalvatska (CSF).
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