[image: image1.png]N ’)
remel

BactiDrop™
Calcofluor White

(English)





Калькофлуор белый, 50 амп. R21507
Назначение:  

Представляет собой быструю  неспецифическую флюорохромную окраску, рекомендованную  для качественной процедуры начального микроскопического выявления элементов грибов, дрожжей, цист Acanthamoeba, Микроспоридий, и Pneumocystis carinii в клинических образцах. 

Принцип:

Представляет собой быстрый  неспецифический флюорохромный краситель,  способный связываться с целлюлозой и хитином. Под действием длинноволновых ультрафиолетовых лучей очерчивается клеточная стенка целлюлозо-содержащих организмов. Перед окрашиванием калюкофлуором белым используют  гидроксид калия  в качестве  агента для растворения клеток тканей. 

Синий краситель Эванса добавлен для минимизации фонового материала.

РЕАГЕНТЫ (классический состав)*

Калькофлуор белый  (CAS 4404-43-7) .................................................... 1.0 г
Краситель Эванса синий  (CAS 314-13-6) ....................................................... 0.4 г
Деминерализованная вода  (CAS 7732-18-5)....................................... 1000.0 мл
*Скорректированы в соответствии со стандартными требованиями. 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ:

Внимание! Может вызывать раздражение глаз, кожи, респираторного тракта. Токсикологические свойства изучены не до конца. 

Данный продукт предназначен для In Vitro использования опытными специалистами.  Должны быть предприняты меры предосторожности (стерилизация образцов, контейнеров, сред) во избежание  микробиологического загрязнения. Прочтите и следуйте инструкции.  

Хранение

Продукт готов к использованию  и не требует дальнейшей подготовки. Хранить продукт в оригинальной упаковке при  15-30°C. Не замораживать и не перегревать. Защищать от попадания света. 

Порча продукта
Данный продукт не следует использовать, если: 1) есть доказательства обезвоживания 2) изменение цвета 3) истек срок годности 4) имеются другие признаки порчи.  Срок годности, указанный на упаковке,  относится  к невскрытым упаковкам, хранящимся в соответствии с указанными условиями. Оставшуюся неиспользованную часть реагента вскрытых ампул следует утилизовать в конце рабочего дня.   

Сбор образцов, хранение и транспортировка
Образцы должны собираться и храниться в соответствии с указаниями. 

Необходимые не поставляемые материалы:

(1) устройство для стерилизации петель (2) Инокуляционная петля или игла, свабы, контейнеры для сбора образцов,  (3) Инкубаторы,(4) Подходящая среда, (5) Организмы для контроля качества, (6)  Предметные  и покровные стекла, (7) Флуоресцентный микроскоп,* (8) Гидроксид калия  (10%) (Кат.№ 21524), (9) прибор для нагревания стёкол, (10) 100% этанол,

(11) 95% этаном, (12) метанол, (13) заменитель ксилола 
*Для оптимальных результатов рекомендуется флуоресцентный микроскоп с возбуждающим фильтром в диапазоне  400-500 нм с пиком  440 нм и барьерным фильтром 500-520 нм. Проконсультируйтесь у производителей флуоресцентных микроскопов по поводу подходящих фильтров для флюоресценции калькофлуора белого. 

Процедура:
Поместите капельницу в собранное многоразовое устройство  для вскрытия ампул. Держите капельницу/устройство в вертикальном положении и слегка постучите по дну  для удаления возможных пузырьков. Возьметесь за середину капельницы/устройства большим и указательным пальцем, и с кончиком, направленным в сторону от себя   аккуратно сдавите ампулу. Переверните ампулу  и слегка сожмите для появления капли. 
Элементы грибов и дрожжи:
1. Поместите образец на чистое предметное  стекло и дайте высохнуть  при Т более  60°C.

2. Добавьте 1 каплю гидроксида калия (10%)  и аккуратно перемешайте. 
3. Добавьте 1 каплю  Калькофлуора белого и аккуратно перемешайте. 
4. Накройте  предметное стекло чистым покровным стеклом  и исследуйте образец под флуоресцентным микроскопом. Наблюдайте флюоресценцию и типичную морфологию.  
Цисты Acanthamoeba:

1. Поместите образец на чистое предметное  стекло и дайте высохнуть на воздухе. 
Соответствующими образцами для приготовления мазка являются соскобы или биопсии роговицы,  конъюнктивы или язвы роговицы, принадлежности контактных линз  и концентрированный водные образцы не менее 100 мл. 

Другие образцы могут использоваться в случае распространённой инфекции.  
2. Фиксируйте мазок в метаноле в течение 2 минут. 
3. Парафинизированные срезы (6 μм толщиной) также могут быть использованы.  Требуется следующая подготовка: 
a) Замочите срез в заменителе ксилола на 1-2 минуты  для удаления парафина. 
b) Погрузите мазок в 100% этанол 12 раз.

c) Погрузите мазок в  95% этанол 12 раз. 
d) Сполосните аккуратно в деминерализованной воде и приступите к шагу 4. 

4. Добавьте 1 каплю гидроксида калия (10%)  и аккуратно перемешайте.
5. Добавьте 1 каплю  Калькофлуора белого и аккуратно перемешайте.
6. Окрашивайте 5 минут.   Удалите излишки красителя  полосканием в деминерализованной воде. Накройте предметное стекло чистым покровным стеклом и исследуйте образец под флуоресцентным микроскопом. Наблюдайте флюоресценцию и типичную морфологию.  
Microsporidia:

1. Хотя наиболее распространенными являются  образцы свежего или консервированного стула (формалин или SAF), возможно использование тканей, дуоденальных аспиратов, концентрированной мочи,  мокроты, ЦСЖ,  назального отделимого, коньюнктивы.  Тонкий образец (10 μl)  должен помещаться на чистое предметное стекло  и фиксироваться горячим способом  при Т более  60oC до высыхания. 
2.  Фиксируйте мазок в метаноле в течение 2 минут. 
3. Добавьте 1 каплю гидроксида калия (10%)  и аккуратно перемешайте.

4. Добавьте 1 каплю  Калькофлуора белого и аккуратно перемешайте.

5. Окрашивайте в течение 1 минуты.  Удалите излишки красителя  полосканием в деминерализованной воде.  Накройте предметное стекло чистым покровным стеклом и исследуйте образец под флуоресцентным микроскопом. Наблюдайте флюоресценцию и типичную морфологию.  

Pneumocystis carinii: 
1. Концентрированный бронхо-альвеолярный лаваж (10-25 μl) или образцы  тканей являются  образцами выбора, т.к. при использовании индуцированной мокроты наблюдается  снижение 
Поместите образцы на чистое предметное стекло  и высушите на воздухе. 
2. Фиксируйте мазок в метаноле в течение 2 минут. 

3. Добавьте 1 каплю гидроксида калия (10%)  и аккуратно перемешайте.

4. Добавьте 1 каплю  Калькофлуора белого и аккуратно перемешайте.

5. Окрашивайте в течение 1 минуты.  Удалите излишки красителя  полосканием в деминерализованной воде.  Накройте предметное стекло чистым покровным стеклом и исследуйте образец под флуоресцентным микроскопом. Наблюдайте флюоресценцию и типичную морфологию.  

Интерпритация
Элементы грибов, дрожжи – яркая яблочно-зеленая флуоресценция с типичной морфологией. 
Acanthamoeba cysts – Появляются цисты  (10-25 μm), гофрированные и  с двойной стенкой  с  яркой яблочно-зеленой флуоресценцией  и ярко оранжевой цитоплазмой.
Microsporidia - яблочно-зеленая флуоресценция, споры кишечных микроспоридий варьируются от 0.9-1.5μm до 1.2-2.0 μm, клеточная стенка яркая, но окрашивание неспецифично. 
Pneumocystis carinii – Бриллиантовая яблочно-зеленая флуоресценция , цисты  5-8μm  в диаметре и содержат  до 8 серповидных или плеоморфных спорозоидов, клеточную стенку и двойные скобообразные структуры внутри цист, окрашиваются интенсивно.    
Бактерии – слабы к флюоресценции, типичная кокковая или бациллярная форма.
Контроль качества 
Все партии Калькофлуора белого были протестированы с использованием следующих организмов для контроля качества и сочтены приемлемыми. 
Тестирование контроля качества  должно осуществляться в соответствии с принятыми требованиями проведения контрольных процедур.   Если процедура контроля дает аномальные результаты, результаты исследования пациенту не сообщаются. 

Контрольные результаты
Trichophyton mentagrophytes ATCC® 9533 Яркая зеленая флуоресценция e
Escherichia coli ATCC® 25922 Слабы к флуоресценции 
Ограничения
1. Калькофлуор белый является флуоресцентным красителем, помогающим выявлять определенные микроорганизмы  благодаря морфологически особенностям. Окончательная идентификация  может потребовать дополнительных биохимических или серологических тестов, или подтверждения другой техникой окрашивания. 
2. Исследования показывают, капсулы  Cryptococcus не окрашиваются Калькофлуором белым. Для выявления указанного организма необходимо окрашивание Индийскими чернилами.
3. Различные типы мусора могут светиться. Бактерии также могут светиться, но  менее ярко ,чем грибы.  
4. Оба реагента – гидроксид калия  (10%)  и Калькофлуор белый должны быть добавлены для адекватной флуоресценции Pneumocystis carinii, Acanthamoeba, и микроспоридий. 
5. Индуцированная флуоресценция  исчезает при длительном просмотре, особенно тонких  образцов,  но может быть восстановлена. 
6. Если образец содержит чрезмерное количество мусора или дрожжей, для дальнейшего исследования следует выбрать  другой метод окрашивания.  Все положительные на микроспоридии образцы  следует подвергать Модифицированной трихромной окраске . 
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Упаковка
 (0.75 мл/ампула):

REF 21507........................................................................... 50 Ампул /уп.
Расшифровка символов
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	Каталожный номер
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	Медицинские приборы для диагностики in vitro 
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	Для лабораторного использования
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	См. инструкцию по применению (ИП)
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	Температурные ограничения (температура хранения)
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	Код партии (номер партии)
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	Использовать до (срок годности)
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	Уполномоченный европейский представитель


ATCC* – зарегистрированная торговая марка Американской коллекции типовых культур.

