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Диахим-Набор для окраски по Циль-Нильсену
ИНСТРУКЦИЯ ПО ПРИМЕНЕНИЮ НАБОРА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ ОКРАСКИ ПО ЦИЛЬ-НИЛЬСЕНУ
	Кат.№ 441

Реагент 1        100 мл

Реагент 2          30 мл

Реагент 3        100 мл

200 определений
	Кат.№ 441С

Реагент 1        100 мл

Реагент 2        100 мл

Реагент 3        100 мл

200 определений


	Только  для  in vitro  диагностики!


	НАЗНАЧЕНИЕ

Набор реагентов для окраски по Циль-Нильсену, далее по тексту – набор, предназначен для дифференциально-диагностической окраски и выявления принадлежности микроорганизмов к кислотоустойчивым и кислотонеустойчивым путем окраски препаратов, взятых из биологического материала человека (мокрота, смывы с бронхов) в клинико-диагностических лабораториях и научной практике.

ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА

Состав: 
Реагент 1: карболовый фуксин Циля (1 флакон, 100 мл)
Реагент 2:
солянокислый спирт (для кат.№ 441) (1 флакон, 30 мл)
раствор серной кислоты (для кат.№ 441С) (1 флакон, 100 мл)
Реагент 3:

метиленовый синий (для кат.№ 441) (1 флакон, 100 мл)
метиленовый синий по Леффлеру (для кат.№ 441С) (1 флакон, 100 мл)
Число анализируемых проб: 200 определений.

Принцип метода: кислотоустойчивыми называют бактерии, которые после окрашивания фуксином не обесцвечиваются под действием концентрированных минеральных кислот и спиртов. Особенностью этой группы бактерий является их невосприимчивость к красителям, поэтому для их окрашивания применяют подогретые концентрированные красители.

Принцип метода окраски по Циль-Нильсену основан на способности различных микроорганизмов оставаться окрашенными после воздействия спирто- и кислотосодержащими реагентами. Кислотоустойчивость обусловлена особенностями химического состава бактерий.

Наиболее эффективны способы окраски по Циль-Нильсену для выявления спирто- и кислотоустойчивых бактерий, в частности семейства Mycobacteriaceae (микобактерий туберкулеза, лепры и др.) и некоторых простейших (криптоспоридий). Используемые при этом основной фуксин и метиленовый синий позволяют выявить, помимо бактериальной флоры, фуксинофильные внутриклеточные включения, характерные для некоторых вирусных, особенно респираторных, инфекций.
МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ:

 Потенциальный риск применения набора – класс 2а.

 Все компоненты в используемых концентрациях являются нетоксичными.


	При работе с набором необходимо соблюдать "Правила устройства, техники безопасности, производственной санитарии, противоэпидемического режима и личной гигиены при работе в лабораториях (отделениях, отделах) санитарно-эпидемиологических учреждений системы  Министерства здравоохранения СССР (Москва, 1981 г.).

 При работе с биологическими жидкостями следует надевать одноразовые резиновые перчатки, так как исследуемый материал является потенциально инфицированным, способным длительное время сохранять или передавать ВИЧ, вирус гепатита или любой другой возбудитель вирусной инфекции. Все использованные материалы дезинфицировать в соответствии с требованиями МУ-287-113.

ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ:
· секундомер;

· микроскоп;
· цилиндры  мерные вместимостью 25-500мл;

· пробирки химические;

· стаканчики химические;

· перчатки резиновые;
· чашки Петри или емкость Лаверана-Меснила (для окраски мазков);
· стеклянные палочки;

· пипетки;
· стекла предметные;

· бумага фильтровальная;
· горелка, спиртовка.
АНАЛИЗИРУЕМЫЕ ПРОБЫ

Исследуемый материал: форменные элементы, слизь, флора, бактериальный эпителий.
ПОДГОТОВКА К АНАЛИЗУ:
Предметное стекло перед исследованием должно быть тщательно вымыто и обезжирено смесью для обезжиривания предметных стекол.

Приготовление мазков:

1. На обезжиренное предметное стекло в каплю водопроводной воды. Внести бактериологической петлей небольшую часть материала с посева (чашка Петри или пробирка) соответствующей микробной тест-культуры и равномерно распределить материал в воде;

2. С обратной стороны предметного стекла обозначить границы мазка с помощью маркера;

3. Просушить мазок на воздухе при комнатной температуре.



	Фиксация мазков:

Для фиксации мазков применяют метиловый спирт, ацетон, смесь Никифорова, жидкость Карнуа. Предметное стекло с высушенным мазком погружают в склянку с фиксирующим веществом на 10—15 минут и затем высушивают на воздухе, либо полученные мазки тщательно высушивают и затем фиксируют сухим жаром. Фиксация достигается посредством несильного нагревания (примерно до 70°С) предметного стекла, которое для этого трижды проводят в верхней трети пламени горелки (спиртовки) мазком вверх в течение 5 сек.
ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА:

1. Поместить на фиксированный мазок полоску фильтровальной бумаги;

2. Нанести несколько капель (3-4 капли) раствора фуксина (Реагент 1) так, чтобы он покрыл всю полоску фильтровальной бумаги;

3. Нагреть препарат над пламенем горелки до появления лёгкого облачка паров, не допуская закипания краски и подсыхания бумаги;

4. Охладить мазок до комнатной температуры;
5. Удалить фильтровальную бумагу;

6. Сполоснуть проточной водой в течение 30 секунд;
7.1. Дифференцировать Рабочим раствором солянокислого спирта до полного визуального обесцвечивания 1—3 минуты (для кат.№ 441);
7.2. Обесцветить мазок Реагентом 2 в течение 3-5 секунд до желтоватого оттенка мазка (для кат.№ 441С);
8. Смыть реагент проточной водой 10 секунд;

9.1. Поместить мазок в раствор метиленового синего (Реагент 3) на 1-2 минуты (для кат.№ 441);
9.2. Поместить мазок в раствор метиленового синего  по Леффлеру (Реагент 3) на 1-2 минуты (для кат.№ 441С);
10. Промыть в проточной воде 1 минуту;

11. Высушить;

12. Микроскопировать с масляной иммерсией в световом микроскопе (окуляр х10, увеличение х100).
Результат окраски:

Микобактерии окрашиваются в красный цвет на общем голубом или синем фоне.
Морфологические характеристики кислотоустойчивых  микобактерий при окраске по методу Циль-Нильсена:

   Кислотоустойчивые микобактерий туберкулеза имеют в длину примерно 1 - 10 мкм, в ширину - 0,2 - 0,6 мкм. Обычно они видны в виде тонких изящных палочек, но иногда можно обнаружить изогнутые или извитые варианты.

   При окраске карболовым фуксином микобактерии туберкулеза выявляются в виде тонких, слегка изогнутых палочек малиново-красного цвета, содержащих различное количество гранул.

   Микроорганизмы, располагающиеся поодиночке, парами или в виде групп, хорошо выделяются на голубом фоне других компонентов препарата. Нередко бактериальные клетки могут располагаться в виде римской цифры "V".
	   Внутри отдельных микробных клеток могут обнаруживаться участки более интенсивного окрашивания, в результате чего они похожи на "бусы", а более слабо окрашенные участки могут быть видны в виде "полос".

   В препарате могут выявляться также  измененные коккоподобные кислотоустойчивые формы возбудителя, округлые сферические или мицелиеподобные структуры. Однако в случае обнаружения измененных форм кислотоустойчивых микроорганизмов положительный ответ должен быть подтвержден дополнительными методами исследования.

   Различную степень кислотоустойчивой окраски можно наблюдать не только у микобактерий, но и у других микроорганизмов. Это могут быть Rhodococcus, Nocardia, Legionella, а также цисты Cryptosporidium и Isospora.
УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ, ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ  И ЭКСПЛУАТАЦИИ
Транспортирование.

Транспортирование набора производится всеми видами крытых транспортных средств в соответствии с требованиями и правилами перевозки грузов, действующими на данном виде транспорта, при температуре от +18(С до +25(С.

Хранение.

Набор должен храниться в упаковке предприятия-изготовителя в крытых вентилируемых помещениях, не допуская воздействия прямых солнечных лучей, при температуре от +18(С до +25(С в течение всего срока годности.

Эксплуатация.

Компоненты набора стабильны после вскрытия флаконов при температуре от +18(С до +25(С в течение всего срока годности при условии достаточной герметизации флаконов.

Рабочий раствор солянокислого спирта хранить в закрытом состоянии. Стабилен в течение всего срока годности набора.

Для получения надежных результатов необходимо строгое соблюдение инструкции по применению раствора. 

Срок годности: 1 год со дня приемки ОТК предприятия-изготовителя.
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