Отборник флотанта фильтрующий ОФФ-25 – прибор для приготовления препаратов для микроскопирования
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1.Руководство по эксплуатации.

1.1 Назначение. 

Отборник флотанта фильтрующий ОФФ-25 предназначен в основном для приготовления препаратов микрообъектов для микроскопирования на трековых прозрачных мембранах в паразитологии (см., например, "Методические рекомендации Лабораторного Совета госсанэпиднадзора при Федеральном центре госсанэпиднадзора "Использование аналитических трековых мембран для пробоподготовки воды и исследования на показатели паразитарной безопасности", 2004; МУК 4.2.2314-08, МУК 4.2.2661-10.4.2), микробиологии и т.п. Особенно функционален прибор для сбора микрообъектов с поверхности жидкостей, в частности, в методиках паразитологического анализа, включающих очистку препарата флотированием.  Может применяться также при градиентном центрифугировании для отбора зон для микроскопического анализа. Прибор поставляется готовым к эксплуатации и не требует пуско-наладочных работ.
При применении высоковязких флотирующих растворов, например, сахарозы, следует иметь в виду очень низкую скорость их фильтрации через мелкопористые (меньше 1 мкм) мембраны. Для отбора флотанта в этом случае следует сверху наслаивать 10-20 мм дистиллированной воды или физраствора, перемешать границу раздела, как , например, в МУК 4.2.1174-02  и отсасывать на мембрану уже сильноразбавленный флотирующий раствор.

1.2 Меры безопасности.

1. Применять по прямому назначению, если иначе - предварительно проконсультироваться в нашей службе технической поддержки (см. 1-ю стр.).

2. Успешно применять ОФФ-25 может только обученный и тренированный персонал.

3. Ознакомиться с данной инструкцией по эксплуатации.

4. Нельзя применять водоструйный насос без тормоза выходной струи,  которым он укомплектован при поставке "КФ" (это латунный тройник, надетый на выходное сопло насоса, который рассекает выходную струю на два разнонаправленных потока и служит грузом). Без этого приспособления насос за счёт реактивной силы выходной струи начинает летать по лаборатории, заливая всё водой.
5. При окончании работы не забывать выключать кран к насосу.

6. Не прилагать чрезмерных усилий при завинчивании гайки 9,  штуцера 16 (особенно его - можно сорвать резьбу), регулятора 17, если герметизация не получается -  соединение либо засорилось, либо неисправно. 

7. Не допускается погружение вакууметра в воду.
8. Не допускается стерилизация и сушка аппарата в автоклаве и сушильном шкафу, максимальная допустимая температура 45 градусов.
9. Не допускается попадание мелких предметов в конусную втулку 5 и кран 4.

10. При работе соблюдать общие правила техники безопасности в лаборатории. 

1.3 Устройство и действие ОФФа.
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Рис.1 Отборник флотанта              

фильтрующий ОФФ-25

  Устройство ОФФ-25 показано на рисунке 1. Прибор располагается на шасси 1, снабженное штуцером для подсоединения к вакууму (на рисунке не показан), вакууметром 2, регулятором  разрежения 3, шаровым краном 4 с конусной муфтой 5, в которую вставляется конус 6 основания 7 для размещения диска мембраны 8,  который зажимается между основанием 7 и цилиндром 9  гайкой 10 с амортизатором 11. Цилиндр 9 закрывается герметично крышкой 12 с уплотнителем 14(если крышка туго входит в цилиндр, следует уплотнительное кольцо 14 слегка смочить). В крышке имеются два отверстия через одно из которых пропущена трубка 15, соединяющая,  пространство внутри цилиндра 8 через штуцер 16 основания 7, снабженный игольчатым регулятором подачи жидкости 17, с пространством под мембраной 8 ; через другое отверстие крышки 12 пропущена трубка 18, соединяющая цилиндр 9 с атмосферой и через которую происходит засасывание флотанта в  цилиндр9 на мембрану 8.

  Работает устройство следующим образом. Отсасывающим устройством (водоструйным насосом, хирургическим отсасывателем, вакуум-компрессором и т.п., подсоединенным к штуцеру ОФФа) под мембраной 8 создается разрежение, под действием которого жидкость сверху мембраны 8 фильтруется. Разрежение регулируется регулятором 3. Если открыть игольчатый регулятор 17, разрежение через трубку 15 создается в цилиндре 9, куда начинает засасываться воздух по трубке 18. Если конец этой трубки опустить в жидкость, последняя начнет засасываться в цилиндр 9. Если теперь прикрыть игольчатый регулятор 17, перепад давления на мембране 8 увеличится и жидкость начнет фильтроваться через мембрану 8, оставляя на ней микрочастицы. 

Таким образом возможны три режима в зависимости от положения игольчатого регулятора 17:

1. когда он открыт (вращать по стрелке «О»)- поисходит набор жидкости в цилиндр 9;

2. когда закрыт (вращать по стрелке «Ф») - происходит фильтрация жидкости через мембрану 8;

3. в промежуточном положении - возможно совмещение двух процессов, непрерывная фильтрация. 
 Микрообъекты, оставленные на мембране можно далее обрабатывать (промывать, красить, фиксировать и т.п.) в соответствие с конкретной методикой путем такой же подачи на мембрану обрабатывающих растворов. 

Иные версии. Микропористые мембраны (диаметр пор менее 1мкм условно) в смоченном состоянии (водой) не пропускают при применяемой разнице давления воздух из-за поверхностного натяжения. Когда применяют мембраны с относительно крупными порами (1-5 мкм), они пропускают в смоченном состоянии воздух. Поэтому на них возможен отбор и прямая фильтрация при закрытом регуляторе  17:  смесь жидкости и воздуха поступает по трубке 18 в цилиндр 9 и совместно фильтруется через мембрану 8. 

Мембрана 8 извлекается из устройства, помещается на предметное стекло и исследуется под микроскопом.

1.4.Порядок работы.

  При освоении ОФФа рекомендуется не торопиться, не раздражаться, выделить на освоение примерно один день и отработать приемы работы (см. Приложение 7) на чистой воде. Некоторой тренированности  требуют работа с трековыми мембранами (см. приложение 2) и управление режимами пробоотбора  регулятором разрежения 3 и игольчатым регулятором подачи жидкости 17.

1.4.1 Подготовка к работе

  Рекомендуемая рабочая поза - сидя за столом нормальной высоты. 
1.4.1.1 Присоединения.
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Установить в гибкую подводку воды ответвление для подачи воды к насосу как показано на фотографии. Эту работу следует поручить сантехнику.
К штуцеру для присоединения насоса присоединить подающую воду трубку насоса, навинтив на него гайку последнего.
На боковой штуцер водоструйного насоса (линия отсоса) надеть прилагаемуюПВХ трубку 6х1.5 (её конец можно для этого нагреть в горячей воде), а гайку ½" привинтить к штуцеру ОФФ-25 (на схеме прибора не показан).
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Насос поместить в емкость (например литровый фарфоровый стакан) размещенную в раковине, как показано на следующей схеме. Предпочтителен вариант 2.

Разрежение создается при прохождении струи воды через насос. Необходимым условием разрежения является погружение выходной трубки насоса в воду, как показано на схеме.
Вставить (плотно, чтобы не качался) конус 6 основания 7 в конусную муфту 5 (см. схему ОФФ-25). Следует выбрать для себя удобную ориентацию регулятора подачи жидкости 17 – слева,  справа или прямо перед собой.

 1.4.1.2 Настройка рабочего разрежения.

   Правильное разрежение - разное для различных мембран. Сейчас мы рассматриваем для поставляемых в комплекте мембран с диаметром пор 0.2 мкм. Закрыть кран 4 и регулятор 3 (положение закрыто - крутить на себя). Открыть водопроводный кран и  установить  подачу  воды, чтобы вакууметр 2 показывал примерно 0.5-0.7 атм (0.05-0.07 МПа). Если напор воды недостаточен - установить максимально возможное значение.

При работе с иными отсасывающими устройствами установить это же разрежение их регуляторами.

При использовании мембран с более крупными порами разрежение должно быть меньше для правильной работы устройства. Подобрать это разрежение достаточно просто: закрыть кран 4, включить отсасывающее устройство, открыть полностью регулятор разрежения 3, положить мембрану на основание 7, поставить на нее цилиндр 9, завинтить гайку 10, налить в цилиндр 9 дистиллированной воды, закрыть регулятор 17, открыть кран 4 и, закрывая регулятор разрежения 3, определить разрежение, необходимое для приемлемой скорости фильтрации (она не должна быть очень быстрой или очень медленной - см. далее).
1.4.2 Отбор флотанта.

Закрыть кран 4, поместить трековую мембрану 8 пинцетом на основание 7 (см.  Приложение 2), установить на нее цилиндр 9 и завинтить гайку 10 (не прилагать чрезмерных усилий). Вставить пробку12. 
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При этом рекомендуется положение конца трубки 18 как на рис.2, а именно, чтобы он касался стенки цилиндра и находился выше предполагаемого уровня жидкости (с учетом предполагаемого объема флотанта и предполагаемого объема промывочного раствора). Регулировка положения конца трубки 18 делается просто протягиванием трубки через отверстие в пробке 12. Это желательно для того, чтобы  не происходило разбрызгивание жидкости из-за барботажа воздуха через нее.
   Открыть кран 4 , опустить отборочный конец трубки 18 в дистиллированную воду и, осторожно открывая регулятор подачи жидкости 17 (по стрелке «О») , установить подачу жидкости в цилиндр 9. 

  При этом не следует устанавливать интенсивный поток воздуха, когда жидкость будет сильно разбрызгиваться на конце трубки. Чтобы прервать подачу жидкости нужно  просто вытащить из жидкости отборочный конец трубки 18 при отборе сверху пробирки, или открыть регулятор разрежения 3, при отборе зоны на глубине.  Отборочным концом трубки (как на рис.2) отобрать флотант в цилиндр 9. Если теперь прикрыть (по стрелке «Ф») регулятор подачи жидкости 17, жидкость из цилиндра 9  будет фильтроваться через мембрану 8 под действием разрежения, возникающего под мембраной. Если применяется флотирующий раствор большой вязкости (например сахарозы), то целесообразно на него наслоить несколько миллиметров воды или применяемого физиологического раствора (это можно сделать до центрифугирования или после)  и перед отбором флотанта  слегка перемешать пограничный слой стеклянной палочкой, или отборочной трубкой 18 для разбавления и  уменьшения вязкости. Также можно разбавлять флотирующий раствор уже на мембране, подавая на нее разбавляющую жидкость.

 Не следует добиваться очень быстрой фильтрации, т.к. при более медленной фильтрации распределение частиц на мембране 8 получается более равномерным и удобным для микроскопирования . Этому же способствует предварительная  промывка водой мембраны. Не следует фильтровать без крайней необходимости при разрежении более 0.7 ат (0.07МПа). т.к. возможен прорыв мембраны.

1.4.3 Обработка, промывка, окраска и фиксирование препарата  на трековой мембране.

  Для этого красящие, фиксирующие и отмывочные растворы можно подавать через трубку 18 как описано выше для флотанта. Для этого нужно, конец трубки 18 опустить в соответствующую жидкость и набрать ее над мембраной 8, закрыть кран 4, проэкспонировать необходимое время,  открыть кран 4 и отфильтровать раствор. 

Возможно также производить обработку препарата на фильтре, открыв пробку 11 и подавая, например, автоматической пипеткой, в цилиндр рабочие растворы  сверху цилиндра 9 при закрытом кране 4, а отсасывать их, открывая этот кран.
1.4.4 Перенос мембраны  на предметное стекло, приготовление препарата для микроскопирования  и микроскопирование.

  На чистое предметное стекло нанести палочкой для иммерсионных жидкостей каплю глицерина и размазать на участке под фильтр боковой поверхностью этой палочки. Не отключая отсоса, отвинтить гайку 10 и снять цилиндр 9 (отсос не отключается для того, чтобы мембрана осталась на основании 7, а не прилипла к цилиндру 9). Под действием отсоса края мембраны удобно поднимутся над основанием 7. Взять мембрану пинцетом за поднявшийся край, коснуться её нижней стороной фильтровальной бумаги для удаления возможных капель воды и уложить, постепенно опуская ее начиная с края, на подготовленное предметное стекло, следя, чтобы не образовывались под мембраной пузыри. Для лучшего пропитывания мембраны глицерином следует подождать несколько минут.

 
Исследование поверхности мембран проводят на световых или люминесцентных микроскопах при увеличениях, с покровным стеклом, или без него (маркировка объектива D =0 - это указана толщина покровного стекла ), с иммерсией или без неё, в соответствии с природой объектов и способом их визуализации (красители, флуорохромы, флуоресцентные антитела, фазовый контраст).

 При использовании трековых мембран для паразитологического анализа необходимо иметь в виду некоторые их особенности.

  При применении крупнопористой мембраны 1-3 мкм (поры соизмеримы с размером цист и ооцист) имеется возможность,  при достаточном перепаде давления, продавливания  цисты или ооцисты через пору из-за пластичности, или их  повреждения. Кроме того, крупные поры видны под микроскопом и создают очень неудобный фон при микроскопическом исследовании. На трековых мембранах с порами более 3 мкм  имеется возможность наблюдения цисты, "застрявшей в поре ", с торца, когда наблюдаемая ее форма будет круглой, а не веретенообразной. Поэтому, предпочтительно применять мелкопористые мембраны (с диаметром пор 0.2 -0.4 мкм), если это позволяют условия. 

Если требуется просмотреть всю фильтрующую поверхность мембраны (например, в санитарно-паразитологическом анализе воды), это делается методом сканирования меандром ("змейкой"). Например, поле зрения микроскопа устанавливают на левый край фильтра (или на край его фильтрующей зоны, если она обозначена в процессе окрашивания), просматривают этот край и горизонтальным микровинтом предметного столика сдвигают поле зрения на одно поле зрения вправо, подавая препарат вертикальным микровинтом просматривают дорожку вверх, дойдя до ее конца горизонтальным винтом сдвигают поле зрения вправо на одно поле зрения и просматривают дорожку сверху вниз, затем горизонтальным винтом перемещают поле зрения на одно поле зрения вправо и т.д., пока не дойдут до левого края фильтра. При сканировании целесообразно вторую руку держать на микровинте фокусировки, чтобы постоянно корректировать последнюю в связи с возможной расфокусировкой, вследствие движения предметного столика.

Для предварительной оценки трудоемкости микроскопирования прозрачной трековой мембраны можно применить следующий подход:

Нам следует просмотреть площадь фильтра

S=(D2/4 ,  

 где  -  D (мм)- диаметр мембраны, 

просканировав его по дорожке площадью

     S=dL,

 где  d (мм) - диаметр поля зрения объектива микроскопа,  L (мм) - длина дорожки сканирования .

dL=(D2/4 , откуда    L=(D2/4d.

Например, для объектива х90     d=0.2 , тогда длина сканирования мембраны  с   D=25  составит 

 L= (3.14 х 625) /(4х0.2) = 2454 мм или 2.5 м,

это эквивалентно просмотру  числа полей зрения  

n=L/d = 2454/0.2=12271.

Опытный микроскопист может сканировать около 2-х полей/сек (120/мин), тогда времени t на сканирование поверхности фильтра потребуется 12271/2=6135сек, или t= 6135/60 =102 минуты. Это минимальное время на сканирование. Его надо умножить на весьма неопределенный коэффициент затрат на рассматривание объектов и идентификацию, который очень сильно зависит от количества объектов в поле зрения. Аналогично можно оценить минимальное время сканирования для других диаметров мембран и объективов.

  В таблице приведены условия сканирования мембраны диаметром 25 мм с разными объективами .
	объектив
	диаметр поля зрения d, мм
	длина дорожки сканирования L, мм
	число полей зрения

n=L/d 
	примерное время сканирования, мин., t=n/120 

	х10
	2
	245
	123
	1

	х20
	1
	490
	490
	4

	х40
	0.5
	980
	1960
	16

	х90
	0.2
	2454
	12271
	102


1.5.Техническое обслуживание. 


1.5.1 Мытье после каждой пробы.

Производится для удаления паразитарных объектов возможно адсорбировавшихся на стенках заборной трубки 18 и на стенках цилиндра 9. Возможны варианты выполнения этой операции.

Вариант 1.После снятия мембраны 8 следует вымыть аппарат перед новой пробой. Для этого на основание 7 вместо трековой мембраны положить прокладку из под нее (прополоскав ее предварительно пинцетом в моющем растворе), поставить на нее цилиндр 9, заткнутый пробкой 12, завинтить гайку 10. Через трубку 18 набрать полный цилиндр 9 раствора Фейри (1:500) или иного моющего средства, и некоторое время барботировать через него воздух (для увеличения можно сильнее открыть регулятор 17), поступающий по трубке 18. Опустить опять конец трубки 18 в раствор, который начнет засасываться в цилиндр 9 и уходить через трубку 15. Закрыть кран 4, открыть пробку 12, вынуть аппарат из втулки 5 и вылить раствор. Сполоснуть несколько раз цилиндр 9 и трубку 18 внутри его дистиллированной водой (если есть время, можно вместо этого прокачать через цилиндр 9 дистиллированную воду). Вставить конус 6 во втулку 5, отвинтить гайку 12, снять цилиндр 9 и прокладку с основания 7. Аппарат готов к следующему циклу.

Вариант 2. После снятия мембраны 8, присоединить цилиндр 9 к основанию 7 и промыть трубку 18 внутри, опустив ее заборный конец сначала в моющий раствор (например Ферри 1:500) , а затем в дистиллированную воду. Отвинтить гайку 10, снять цилиндр 9 с основания, вынуть из него пробку 12. Промыть цилиндр 9 и наружную поверхность трубки 18 под пробкой 12 моющим раствором, затем дистиллированной водой. Аппарат готов к следующему циклу.


1.5.2  Мытье после работы.


После окончания работы следует промыть весь аппарат большим количеством питьевой воды для удаления флотирующего и других растворов. Если необходимо, можно проделать обеззараживание путем промывки аппарата дезинфицирующим раствором, например, перманганата калия 1:10000, или 5%  хлорамина.

Но практичнее пользоваться бытовыми дезинфекционными средствами, во множестве имеющимися сейчас на рынке (например, "Белизна-гель", ТУ 2382-112-00209645-97, производства ОАО "Каустик", "БИАНОЛ", "МАКСИ-ДЕЗ" или "АЛАМИНОЛ" производства ФГУП "НИОПИК").   
 После обеззараживания опять промыть большим количеством питьевой воды. 


Обеззараживание следует проводить не реже 1 раза в месяц, т.к. возможно "зарастание" трубопроводов шасси 1, особенно при применении растворов, поддерживающих рост микроорганизмов, например, сахарозы.

Мыть аппарат рекомендуется раствором Фейри (1:500) и затем споласкивать дистиллированной водой, протирать чистой салфеткой или сушить на воздухе.

После окончания работы открыть кран 4 и, наклоняя в сторону вакуумного штуцера (при включенном отсосе), освободить от остатков воды.


1.5.3 Смазка резьбового соединения.

Для мягкого хода и предотвращения износа резьбы рекомендуется эпизодически смазывать парафином (свечкой, например ) резьбу на гайке 10. Для этого гайку следует слегка (до 60 -70о ) нагреть (например на спиртовке), провести по резьбе куском парафина и несколько раз завинтить-развинтить резьбу. Крошки парафина удалить чистой салфеткой.

1.6 Возможные осложнения при работе.

 Прекращение фильтрации в результате  забивки пор мембраны или даже канала под ней кристаллами соли, выпадающими из флотирующего раствора. Для устранения следует подать по трубке 18 на мембрану 8 дистиллированную воду для растворения кристаллов. Для этого надо приоткрыть вентиль 17, а конец трубки 18 опустить в воду. 

1.7 Указания по ремонту. 

Ремонт выполняется изготовителем, если не может быть выполнен пользователем самостоятельно, или под дистанционным руководством нашей службы технической поддержки.

1.8.Гарантиии.

 Гарантийный срок  эксплуатации составляет 24 мес. с момента отгрузки.

  Изготовитель обязуется в течение гарантийного срока безвозмездно (при условии соблюдения пользователем данных правил эксплуатации) заменять вышедшие из строя части или весь прибор, если он не может быть исправлен на предприятии-потребителе.

    КомрисФильтр постоянно совершенствует свою продукцию и оставляет за собой право вносить без предупреждения в конструкцию, компоновку и комплектацию прибора изменения, не ухудшающие его технические и эксплуатационные характеристики.

Приложение 1. Рекомендации по  выбору трековой мембраны и рабочего разрежения.
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Рис.1 Отборник флотанта              

фильтрующий ОФФ-25

Прозрачные трековые (иначе "ядерные ") мембраны получают (в гг. Дубна и Обнинск) облучением ускоренными ионами аргона тонких (10-20 мкм) полиэтилентерефталатных (лавсановых) или поликарбонатных пленок. При прохождении ускоренной частицы через мембрану образуется след (трек) из частично разрушенного материала, который затем протравливают химически. В результате мембрана оказывается пронизанной цилиндрическими каналами очень правильной формы и почти одинакового размера. Благодаря цилиндричности пор и малой толщине мембраны эти фильтры обладают очень высокими расходными характеристиками и являются превосходной подложкой для приготовления препаратов для микроскопического исследования .
  При использовании трековых мембран для паразитологического анализа необходимо иметь в виду некоторые их особенности.

  При применении крупнопористой мембраны 1-3 мкм (поры соизмеримы с цистами и ооцистами) имеется возможность  при достаточном перепаде давления продавливания  цисты или ооцисты через пору из-за пластичности, или даже их  повреждения, из-за того, что весь перепад давления прикладывается к объекту (см. рисунок ) . Кроме того, крупные поры видны под микроскопом и создают очень неудобный фон при микроскопическом исследовании. На мембранах с порами более 3 мкм при исследовании цист лямблий следует учитывать возможность наблюдения цисты, застрявшей в поре "с торца", когда наблюдаемая её форма  будет круглой, а не веретенообразной (см. рис.) Поэтому, предпочтительно применять мелкопористые мембраны (с диаметром пор 0.2 -0.4 мкм). Однако препятствием для этого может служить загрязнение препарата более крупными  чем диаметр пор частицами. Поэтому применять крупнопористые мембраны следует  только по необходимости и при этом работать при минимальном приемлемом перепаде давления на мембране (разрежения по вакууметру 2). Минимальное приемлемое - это когда скорость фильтрации через мембрану достаточна и не очень велика. При малых скоростях фильтрации распределение объектов по поверхности мембраны получается более равномерным. Неправильно фильтровать, когда над мембраной нет слоя жидкости и фильтрация идет быстрее, чем жидкость поступает по трубке 18.

Приложение 2. Практические рекомендации по работе с трековыми мембранами.

  Для успешной работы с трековыми мембранами необходимы некоторые навыки. Мембраны очень тонкие и гибкие, сильно наэлектризованы - прилипают ко всему, особенно к рукам. Для уменьшения этого явления рекомендуется при работе периодически прикасаться пинцетом к водопроводным трубам, или заземляющим проводам лабораторного оборудования для того, чтобы заряд статического электричества стекал с Вас на землю. В контейнере мембраны как правило слипаются с прокладкой (калька).  

  Надо взять пинцетом пару прокладка-мембрана. Прокладка матовая, мембрана блестящая и определяется на отсвет. Если у Вас обе поверхности матовые следует двумя пальцами сдвинуть их относительно друг друга и выбрать сочетание, чтоб одна поверхность была матовая, а другая блестящая. Для отделения мембраны от прокладки целесообразно положить эту пару на поверхность дистиллированной воды (в чашке Петри, например) мембраной вниз, при этом прокладка свернется, ее надо взять пинцетом и отложить для п.1.5.1, мембрана же будет плавать на поверхности. Ее взять пинцетом и перенести на основание 7, кран 4 при этом должен быть закрыт. 

 Как вариант можно закрыть кран 4, нанести на основание 7 несколько капель воды, положить на нее пару мембрана - прокладка мембраной к воде. Прокладка при этом скорчится, ее отбросить пинцетом. Открыть кран 4 - вода отсосется, закрыть кран 4 и уложить мембрану на основание.

Приложение 3. Рекомендации по наслаиванию на поверхность флотирующего раствора в центрифужной пробирке воды или физиологического раствора. 


Целесообразно, для засасывания и фильтрования флотанта  на поверхность флотирующего раствора наслоить перед центрифугированием (см., например,  МУК 4.2.1174-02) примерно 5-10 мм   физиологического раствора или дистиллированной воды (как применяется в конкретной методике). 
Примечание: на многие популярные флотирующие растворы, содержащие сульфат-ион (например, сернокислого цинка, сернокислого цезия), не рекомендуется наслаивать сырую воду или физраствор на сырой воде, или физраствор содержащий ионы кальция. Образующиеся при контакте с флотирующим раствором сульфаты кальция нерастворимы, выпадают в осадок и осложняют анализ препарата.

Наслаиваемый физиологический раствор  целесообразно слегка окрасить подходящим красителем ( например, медицинской зеленкой, малахитовым зеленым, метиленовым синим, раствором Люголя, или просто наслоить раствор Люголя, если в данной методике применяется) для обозначения границы флотирующего раствора. Её также можно обозначить на стенке пробирки спиртовым маркером. Отбирать флотант следует с границы флотирующего и наслоенного растворов (рис. 2), эту границу можно слегка перемешать как, например, делается в МУК 4.2.1174-02. Наслоение воды или физраствора целесообразно также для предотвращения кристаллизации солей (при работе с солевыми флотирующими растворами) на паразитарных объектах за счет испарения воды  и, в результате, осаждения последних вместо флотирования . 

Приложение 4. Рекомендации по замене ПВХ трубок.
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расположение трубок

 Порядок замены трубок 15 и 18. Для этого вынуть их из всех отверстий - они фиксируются в них за счет натяжения и вставить в них новые, обрезав их длину у подающей трубки 18 ближе к мембране 8, а у байпасной 15 ближе к пробке 12. Если продеть трубки в отверстия пробки 12 или штуцер 16 затруднительно, следует (следующие рекомендации частично устарели, т.к. в настоящее время трубки входят в комплект готовыми к применению с оттянутыми концами: трубка 15 - оба конца, трубка 18 – один конец, но сохранены на случай применения трубок от другого поставщика ) нагреть конец трубки (5-7 см) в кипящей воде, растянуть (горячий конец взять пинцетом или рукой в нитяной перчатке) и, не отпуская, остудить, подув на нее, или под холодной водой (см. рис. 4 ), отрезать концевое утолщение, просунуть в отверстие утонченный конец и протянуть трубку за него в отверстие на нужную длину, обрезать деформированную часть трубки. Если это делается со штуцером 16, то его следует вывинтить из основания 7, протянуть через него трубку 15 и обрезать ее по внутренней кромке штуцера 16, слегка вытянуть ее обратно так, чтобы освободить конус на штуцере под иглу регулятора 17  и затем ввинтить штуцер 16  на место, при этом предварительно вентиль 17 слегка вывинтить, чтоб не мешал завинчиваться штуцеру 16.

Приложение 5. Рекомендации по техническому обслуживанию водоструйного насоса.

  Водоструйный насос является очень дешевым, надежным и бесшумным средством для создания разрежения при наличии работающего водопровода, однако. Осложнение в его работе вызывается отложением из воды в сопле ржавчины и карбонатов, снижающим его эффективность. Поэтому, для поддержания насоса в рабочем состоянии рекомендуется периодически, промывать его, лучше  каким-нибудь средством для чистки сантехники, например "Блеск" или иным, в рекламе которого указано удаление ржавчины, известковых и минеральных отложений. Для этого нужно вывинтить из него вакуумный штуцер (более тонкий, сбоку, идет к ОФФ-25; толстый водяной вообще не вывинчивается – он запрессован) через отверстие будет видно сопло. Залить в это отверстие чистящий раствор на время, необходимое для растворения отложений, промыть водой, привинтить штуцер обратно. НЕ ПРИКЛАДЫВАЙТЕ ЧРЕЗМЕРНЫХ УСИЛИЙ ПРИ ЗАВИНЧИВАНИИ ДЕТАЛЕЙ НАСОСА – фторопластовую резьбу очень легко сорвать.
При отсутствии чистящего средства указанную обработку можно проделать разбавленным раствором (10%) соляной, азотной, уксусной кислот. Нельзя применять фосфорную, серную, щавелевую, винную и другие кислоты, образующие нерастворимые  соли кальция.

Приложение 6. Пример применения ОФФ-25 для определения ооцист криптоспоридий.

Химреактивы: фуксин основной, фенол кристаллический, спирт 96%, дистиллированная вода; смесь Никифорова (равные пропорции этилового эфира и спирта 96%);

5%-ной раствор  серной кислоты; 0,2%-ным водный раствор метиленового синего или 5% раствор малахитовой зелени на 10% этиловом спирте; иммерсионное масло. 
Приготовление рабочих реактивов:
 - краска по Циль-Нильсену: фуксин основной 2 г растворить в 12 мл спирта 96%; фенола 5 г растворить в 50 мл дистиллированной воды; слить вместе растворы фуксина и фенола, долить дистиллированной воды до 100 мл и тщательно перемешать;

(или краска по Циль-Нильсену промышленного изготовления готовая к применению, включающая все вышеперечисленные ингридиенты).

1.Выполняют пункты 1-9 упражнения 3 (Приложение 7).

2. Приоткрывают (по стрелке «О») регулятор 17 и заборным концом трубки 18 отбирают флотант сверху центрифужной пробирки в цилиндр 9, закрывают (по стрелке «Ф») регулятор 17, отфильтровывают флотант, опускают заборный конец трубки 18 в стаканчик с водой, приоткрывают регулятор 17 и набирают ее в цилиндр 9 выше того уровня, до которого поднималась граница флотанта, закрывают регулятор 17. Ожидают 2-3 минуты, иногда вынимая заборный конец трубки 18 из воды и наблюдая за потоком по движению пузырьков воздуха. Вынимают из воды заборный конец трубки 18 и ждут, когда жидкость в цилиндре 9 отфильтруется.

3. Приоткрывают(по стрелке «О») регулятор 17 , опускают заборный конец трубки 18 в смесь Никифорова и подают  ее на мембрану , закрывают кран 4 (чтобы через цилиндр не продувался воздух и смесь Никифорова не испарялась). Через 5 минут открывают кран 4, закрывают регулятор 17 - смесь Никифорова профильтровывается через мембрану, которая далее высушивается проходящим через нее воздухом, поскольку смесь Никифорова имеет поверхностное натяжение гораздо меньше, чем вода, и воздух проходит через смоченную ею мембрану (см. также приложение 7, упражнение 3, пункт 5)

4. Открывают регулятор 17(по стрелке «О») и регулятор 3 (от себя), опускают заборный конец трубки 18 в  карболовый фуксин (краска по Циль-Нильсену) и, прикрывая регулятор 3, подают на мембрану карболовый фуксин и закрывают кран 4. Через 20 минут открывают кран 4, закрывают регуляторы 3 (на себя) и 17 (по стрелке «Ф») - фуксин отфильтровывается через мембрану.

5. Опускают в стаканчик с дистиллированной водой заборный конец трубки 18, приоткрывая (по стрелке «О») регулятор 17, набирают в цилиндр 9 воды до обреза трубки 18 или выше и закрывают (по стрелке «Ф») регулятор 17. Иногда вынимая конец трубки 18 из дистиллированной воды по пузырькам воздуха контролируют поток воды через мембрану. Для окончания промывки вынимают заборный конец трубки 18 из дистиллированной воды и дожидаются, когда она профильтруется через мембрану 8. (см. также приложение 7, упражнение 3)

6.Заборный конец трубки 18 опускают в стаканчик с раствором 5% серной кислоты, приоткрывая (по стрелке «О») регулятор 17 быстро набирают в цилиндр 9 этого раствора , вынимают заборный конец трубки 18 из стаканчика и, прикрывая(по стрелке «Ф») регулятор 17 отфильтровывают раствор серной кислоты так, чтобы время его контакта с мембраной составило примерно 10 секунд. Немедленно выполняют промывку дистиллированной водой по пункту 5.

7. Заборный конец трубки 18 опускают в стаканчик с 0.2% водным раствором метиленового-синего (входит в состав краски по Циль-Нильсену) или 5% раствором малахитовой зелени (приготовленным на 10% этиловом спирте), приоткрывая (по стрелке «О») регулятор 17 набирают раствор на мембрану 8  в цилиндр 9, закрывают кран 4, выдерживают 3-5 минут, открывают кран 4, прикрывают (по стрелке «Ф») регулятор 17 и отфильтровывают раствор. Выполняют пункт 5 по промывке дистиллированной водой. 

8.Прикрывают (по стрелке «Ф») регулятор 17 (чтоб мембрана не прилипала к цилиндру 9), отвинчивают гайку 10, снимают цилиндр 9. Мембрану 8 снимают пинцетом, помещают на фильтровальную бумагу, высушивают на воздухе и переносят на предметное стекло, предварительно смазанное иммерсионным маслом или глицерином, накрывают покровным стеклом и микроскопируют под иммерсией при увеличении микроскопа: окуляр 10х, объектив 90х или 100х.

Результат окрашивания: ооцисты криптоспоридий окрашиваются в разные оттенки ярко красного (малинового, вишневого) цвета и имеют вид округлых образований диаметром несколько микрон с отчетливо видимой оболочкой и структурированным содержанием (можно наблюдать наличие 4 веретенообразных темно-окрашенных спорозоитов) на синем (сиреневом) или зеленом основном фоне.

Приложение 7. Упражнения для самообучения работе на ОФФ-25.
Мы предлагаем следующие упражнения для того, чтобы оператор "почувствовал" ОФФ-25. Пользуйтесь прилагаемой учебной схемой ОФФ-25.
Упражнение 1. Регулирование разрежения.

1. Включить водоструйный насос.

2. Закрыть кран 4.

3. Открывая (вращать от себя) и закрывая (вращать к себе) регулятор разрежения 3 наблюдайте за стрелкой вакууметра. Обратите внимание, что при закрытии регулятора 3 разрежение нарастает медленно, а при открытии уменьшается быстро.

Упражнение 2. Сборка-разборка фильтрующей ячейки.

1. Установить в конусную муфту 5 основание 4 плотно, чтоб не качалось.

2. Держа цилиндр 9 одной рукой, другой навинтить гайку 10 на основание 7; цилиндр не должен качаться, а быть плотно прижат к основанию 7.

3. Повторить пункты 1-2 несколько раз.

Упражнение 3. Фильтрование.

1. Включить водоструйный насос.

2. Закрыть кран 4.

3. Регулятором 3 установить разрежение.

4. Установить в конусную муфту 5 основание 7 плотно, чтоб не качалось.

5. Взять пинцетом мембрану с прокладкой, положить мембраной (блестящая на отсвет поверхность) на поверхность воды и быстро убрать свернувшуюся прокладку; мембрану пинцетом взять за край с поверхности воды и положить на сетку основания 7.

6. Держа цилиндр 9 одной рукой, другой навинтить гайку 10 на основание 7; цилиндр не должен качаться, а быть плотно прижат к основанию 7.

7. Вставить (если не вставлена) пробку 12 в цилиндр 9 , повернув ее так, чтобы отборочная трубка 18 располагалась под  левую  руку или как Вам удобней.

8. Закрыть игольчатый регулятор 17 (вращая по стрелке «Ф»).

9. Открыть кран 4.

10. Опустить конец трубки 18 в стаканчик с водой.

11. Приоткрывая (по стрелке «О») игольчатый регулятор 17 наблюдать, как вода по трубке 18 поступает в цилиндр 9.

12. Когда уровень воды в цилиндре достигнет нижнего обреза трубки 18, ее заборный конец вынуть из стаканчика с водой, прикрывая (по стрелке «Ф») игольчатый регулятор 17  наблюдать, как убывает вода в цилиндре 9, фильтруясь через мембрану 8.

13.  Повторять пункты 10-12 пока не надоест.

14. Когда закончится последнее фильтрование, отвинтить гайку 10, снять с основания 7 цилиндр в сборе (как есть) и положить его рядом с ОФФом.

15. Пинцетом снять с сетки за край мембрану и положить ее на предметное стекло.

16. Закрыть кран 4.

17. Повторять пункты 5-16, пока не надоест.

Упражнение 4. Промывка мембраны водой, промывка спиртом  и сушка  воздухом.

1. Выполнить пункты 1-11 предыдущего упражнения.

2. Когда уровень воды в цилиндре 9 поднимется до нижнего обреза трубки 18, закрыть (по стрелке «Ф») регулятор 17.

3. Время от времени вынимая заборный конец трубки 18 из стаканчика с водой, наблюдать как в трубку заходит воздух, делая заметным непрерывный поток воды из стаканчика на мембрану.

4. Для окончания промывки вынуть заборный конец трубки 18 из воды и дождаться, когда вода из цилиндра 9 отфильтруется.

5. Для промывки мембраны, например, спиртом, опустить заборный конец трубки 18 в стаканчик со спиртом, приоткрыть (по стрелке «О») регулятор 17, набрать сколько надо спирта в цилиндр 9 и закрыть (по стрелке «Ф») регулятор 17. Когда спирт профильтруется, разрежение по вакууметру сначала быстро снизится примерно в 2 раза, некоторое время будет оставаться постоянным, а затем начнет медленно снижаться. Это происходит за счет высыхания мембраны и повышения ее проницаемости для воздуха. Когда разрежение по вакууметру 2 снизится примерно в 10 раз (примерно через 5-6 минут после окончания фильтрации) по сравнению с разрежением, которое было в конце фильтрации - мембрану можно считать высохшей. 

Примечание: Высушивание мембраны от воды по этому способу занимает неразумно много времени. 

6. Выполнить пункты 14-16 предыдущего упражнения.

Упражнение 5. Экспозиция мембраны в растворе (фиксация, окраска и т.п.)

1. Выполнить пункты 1-12 предыдущего упражнения.

2. Когда вода отфильтруется, открыть регулятор 17 и регулятор 3.

3. Опустить заборный конец трубки 18 в стаканчик с водой ("фиксирующий раствор"), прикрывая (на себя) регулятор 3 набрать в цилиндр 9 нужное количество раствора и закрыть кран 4.

4.  После истечения срока экспозиции, закрыть (по стрелке «Ф») регулятор 17, открыть кран 4 и, прикрывая (на себя)  регулятор 3, отфильтровать "раствор".

5. Выполнить промывку мембраны. Для этого опустить заборный конец трубки 18 в "отмывочный раствор", приоткрывая (по стрелке «Ф») регулятор 17 набрать в цилиндр 9 "отмывочный раствор" до нижнего обреза трубки 18, закрыть (от себя) регулятор 17 и установить регулятором 3 разрежение фильтрации.

6. Время от времени вынимать из "отмывочного раствора" заборный конец трубки 18 и по пузырькам воздуха наблюдать за движением "отмывочного раствора".

7. После окончания промывки вынуть заборный конец трубки 18 из "отмывочного раствора" и дождаться, когда раствор отфильтруется.

8. Отвинтить гайку 10, снять цилиндр 9, снять мембрану 8 пинцетом.

2. Свидетельство о приемке.

 Отборник флотанта фильтрующий «ОФФ-25»

Зав.№ 43   испытан, соответствует ТУ 4389-002-73502324-2006 и признан годным к эксплуатации.

Драгоценных металлов не содержит.

Инспектор по качеству ____________________ С.М.Кузьмин

                                                                   

5 августа 2015 года

3. Комплектация

	№
	Наименование
	Количество

	
	Отборник флотанта фильтрующий TУ 4389-002-73502324-2006 «ОФФ-25» в комплекте
	1 шт.

	
	Водоструйный насос фторопластовый НВФ-1 в сборе с подающей воду трубкой ПВХ 8х2 с гайкой ½" и тормозом струи. 
	1шт.

	
	Набор для подсоединения водоструйного насоса к водопроводу
	1шт.

	
	Трубка ПВХ 6х1.5 с гайкой ½” для подсоединения ОФФ-25 к водоструйному насосу 
	1.5 м

	
	Запасные трубки ПВХ 3х0.5 мм для ОФФ-25
	6 шт

	
	Цилиндр стеклянный запасной
	1шт.

	
	Пинцеты для мембранных фильтров
	4шт.

	
	Трековые мембраны с диаметром пор 0.25мкм, диаметром диска 25мм
	100 шт.

	
	ПАСПОРТ
	1 шт.
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