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Cat. No.
Acridine Orange Stain For detecting microorganisms in direct 1x 250 mL 212536
smears by the fluorescent staining technique. 4 x 250 mL 212537

INTENDED USE

Acridine Orange Stain is recommended for use in the fluorescent microscopic detection of microorganisms in direct
smears prepared from clinical and non-clinical materials. It is particularly useful in the rapid screening of normally ster-
ile specimens, such as cerebrospinal fluid, where few organisms may be present and in the rapid examination of blood
smears or smears containing proteinaceous material where differentiation of organisms from background material
may be more difficult.

SUMMARY AND EXPLANATION

Fluorchromatic staining of microorganisms using acridine orange was first described by Strugger and Hilbrich in 1942.
It has since been widely used in the examination of soil and water for microbial content. In 1975, Jones and Simon eval-
uated epifluorescent methods used in direct counts of aquatic bacteria and determined that acridine orange provided
the best estimate of the bacterial population in lake, river and seawater samples.! Acridine orange direct count
(AODC) methodology has been used in the enumeration of landfill bacteria.2.3 Heidelberg et al. used AODC in a study
of seasonal changes in marine bacterial populations and concluded that the acridine orange stain compared favorably
to fluorescent oligonucleotide direct counting (FODC) procedures.4 Direct epifluoresent filter technique (DEFT) using
acridine orange is specified in methods for the microbial examination of food and water.5.6.7.8

Acridine orange has also been used in clinical applications and its use in highlighting bacteria in blood cultures has
become widely accepted. In 1980, McCarthy and Senne compared acridine orange staining with blind subcultures for
the detection of positive blood cultures.® Their results showed acridine orange staining to be a rapid, inexpensive alter-
ative to blind subcultures. They also reported that the acridine orange stain appeared to be more sensitive than the
Gram stain for detecting microorganims and was able to detect bacteria in concentrations of approximately 1 x 104 CFU
(colony-forming units)/mL. Lauer, Reller and Mirret compared acridine orange with the Gram stain for detecting
microorganisms in cerebrospinal fluid and other clinical materials.'® Their results were in agreement with those
reported by McCarthy and Senne and showed acridine orange to be a simple, rapid staining procedure which was more
sensitive than the Gram stain in detecting microorganisms in clinical materials.

Acridine orange has also been used for the detection of Trichomonas vaginalis in vaginal smears,'! diagnosis of
malaria'2.13 and mycoplasmas.14

PRINCIPLES OF THE PROCEDURE

Acridine orange is a fluorochromatic dye which binds to nucleic acids of bacteria and other cells.’> Under UV light, acri-
dine orange stains RNA and single-stranded DNA orange; double-stranded DNA appears green.

When buffered at pH 3.5 - 4.0, acridine orange differentially stains microorganisms from cellular materials. Bacteria
and fungi uniformly stain bright orange, whereas human epithelial and inflammatory cells and background debris stain
pale green to yellow. Nuclei of activated leukocytes stain yellow, orange or red due to increased RNA production result-
ing from activation. Erythrocytes either do not stain or appear pale green.

Due to this differential staining property, acridine orange-stained smears prepared from clinical materials may be
rapidly screened using fluorescent microscopy at 100X to 400X magnification for the presence of microorganisms flu-
orescing bright orange against a black or pale green to yellow background.

REAGENTS

Acridine Orange Stain

Approximate Formula*

Acridine Orange 0.19g

Acetate Buffer, 0.5M 1000 mL

*Adjusted and/or supplemented as required to meet performance criteria.
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Precautions: For in vitro Diagnostic Use.
Follow proper, established laboratory procedures in handling and disposing of infectious materials.

Storage Instructions: Store at 15 — 30°C. The expiration date applies to the product in its intact container when
stored as directed.

Product Deterioration: Do not use if there is evidence of a precipitate or the solution shows other signs of deterio-
ration.

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Specimens should be collected in sterile containers or with sterile swabs and transported immediately to the labora-
tory in accordance with recommended guidelines.6

PROCEDURE

Materials Provided: Acridine Orange Stain.

Materials Required But Not Provided: Fluorescent microscope suitable for use with acridine orange, glass micro-
scope slides and methanol.

Preparation, Staining and Examination of Smears

Prepare a smear of the specimen to be stained on a clean glass slide.

Allow to air dry.

Fix smear with 50% or 100% methanol for 1 - 2 min.

Drain excess methanol and allow smear to dry.

Flood slide with acridine orange stain for 2 min.

Rinse thoroughly with tap water and allow to dry.

Smears may be initially examined at 100X to 400X magnification using a fluorescent microscope. Findings should
be confirmed by examination at 1000X with an oil immersion objective.

NowueEWwN =

USER QUALITY CONTROL

1. Examine the acridine orange staining solution for color and clarity. The solution should be clear, orange and with-
out evidence of a precipitate.

2. Determine the pH of the solution. The pH should be 3.5 - 4.0.

3. Check the performance of the stain using 4 - 6 h Tryptic Soy Broth with 5% sheep blood cultures of the organisms
indicated below. Prepare smears, one culture per slide, and proceed as described under Preparation, Staining and
Examination of Smears.

Organisms Bacteria Background
Escherichia coli ATCC™ 25922 Bright orange Pale green erythrocytes and yellow, yellow-green
or orange leukocytes against a black field.
Enterococcus faecalis ATCC 33186 Bright orange Green, yellow, orange or red staining debris

may be observed.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Acridine orange staining provides presumptive information on the presence and identification of microorganisms
which may be present on the specimen. Since microorganisms seen in smears, including non-viables, may arise from
external sources, i.e., specimen collection devices, slides, or water used for rinsing, all positive smears should be con-
firmed by culture.

Approximately 104 CFU/mL are required for detection by this method.

Acridine orange staining does not distinguish between gram-positive and gram-negative organisms. The Gram reac-
tion may be determined by Gram staining directly over the acridine orange after removal of the immersion oil.
Nuclei or granules from disintegrated activated leukocytes may resemble cocci at lower magnifications, i.e., 100X to
400X. They may be distinguished on the basis of morphology at higher magnifications, i.e., 1000X.

Certain types of debris may fluoresce in acridine orange stained smears. This debris may be distinguished from microor-
ganisms on the basis of morphology when viewed at higher magnifications.

EXPECTED RESULTS AND PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Bacteria and fungi stain bright orange. The background appears black to yellow green. Human epithelial and inflam-
matory cells and tissue debris stain pale green to yellow. Activated leukocytes will stain yellow, orange or red depend-
ing upon the level of activation and amount of RNA produced, whereas erythrocytes either do not stain or stain pale
green.

REFERENCES

1. Jones, J.G. and B.M. Simon. 1975. An investigation of errors in direct counts of aquatic bacteria by epifluorescence
microscopy, with reference to a new method for dyeing membrane filters. J. Appl. Bacteriol. 39: 317 — 329.

2. Barlaz, M.A. 1997. Microbial studies of landfills and anaerobic refuse decomposition, p. 541 - 557. In C.J. Hurst, G.R.
Knudsen, M.J. Mclnerney, L.D. Stetzenbach, and M.V. Walter (ed.), Manual of environmental microbiology,
American Society for Microbiology, Washington, D.C.

3. Palmisano, A.C.,, D.A. Mauruscik, and B.S. Schwab. 1993. Enumeration of fermentative and hydrolytic micro-
organims from three sanitary landfills. J. Gen. Microbiol. 739:387-391.

4. Heidelberg, J.F,, K.B. Heidelberg, and R.R. Colwell. 2002. Seasonality of Chesapeake Bay bacterioplankton species.
Appl. Environ. Microbiol. 68:5488-5497.



8820211(0604) . qxd 07/27/2004 9:21 AM fage 3

5. Splittstoesser, D.F. 1992. Direct microscopic count, p. 97 — 104. In C.V. Vanderzant and D.F. Splittstoesser (ed.),
Compendium of methods for the microbiological examination of foods, 3rd ed., American Public Health
Association, Washington, D.C.

6. Packard, V.S., Jr, S. Tatini, R. Fugua, J. Heady, and C. Gilman. 1992. Direct microscopic methods for bacteria or
somatic cells, p. 309 - 325. In R.T. Marshall (ed.), Standard methods for the examination of dairy products, 16th ed.
American Public Health Association, Washington, D.C.

7. Duffy, G., Kilbride, B., Fitzmaurice, J., Sheridan, J.J. 2001. Routine diagnostic tests for food-borne pathogens. The
National Food Centre, Dublin.

8. Eaton. A.D., L.S. Clesceri, and A.E. Greenberg (ed.). 1995. Standard methods for the examination of water and
wastewater, 19th ed. American Public Health Association, Washington, D.C.

9. McCarthy, L.R. and J.E. Senne. 1980. Evaluation of acridine orange stain for detection of microorganisms in blood
cultures. J. Clin. Microbiol. 77:281-285.

10. Lauer, B.A., L.B. Reller, and S. Mirrett. 1981. Comparison of acridine orange and Gram stains for detection of
microorganisms in cerebrospinal fluid and other clinical specimens. J. Clin. Microbiol. 74:201-205.

11. Greenwood, J.R., and K. Kirk-Hillaire. 1981. Evaluation of acridine orange stain for detection of Trichomonas vagi-
nalis in vaginal specimens. J. Clin. Microbiol. 74:699.

12. Keiser, J., J. Utzinger, Z. Premji, Y. Yamagata, and B.H. Singer. 2002. Acridine orange for malaria diagnosis: its diag-
nostic performance, its promotion and implementation in Tanzania, and the implications for malaria control. Ann.
Trop. Med. Parasitol. 96:643-654.

13. Bosch, I, C. Bracho, and H.A. Perez. 1996. Diagnosis of malaria by acridine orange fluorescent microscopy in an
endemic area of Venezuela. Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 97:83-86.

14. Rosendal, S. and A. Valdivieso-Garcia. 1981. Enumeration of mycoplasmas after acridine orange staining. Appl.
Environ. Microbiol. 47:1000-1002.

15. Kasten, F.H. 1967. Cytochemical studies with acridine orange and the influence of dye contaminants in the stain-
ing of nucleic acids. Internat. Rev. Cytol. 27:141-202.

16. Shea, Y.R. 1994. Specimen collection and transport, p. 1.1.1-1.1.30. In H.D. Isenberg (ed.), Clinical microbiology pro-
cedures handbook, vol. 1, American Society for Microbiology, Washington, D.C.

& BD Acridine Orange Stain

Francais
Ne° réf.
Acridine Orange Stain Pour la détection des microorganismes dans 1 x 250 mL 212536
les frottis directs par la technique de coloration 4 x 250 mL 212537

fluorescente.

APPLICATION

Acridine Orange Stain est recommandée pour la détection microscopique fluorescente des microorganismes dans les
frottis directs préparés a partir de matiéres cliniques et non cliniques. Cette méthode est particulierement utile dans le
dépistage rapide sur les échantillons normalement stériles, tels que le fluide cérébrospinal, ol peu d’organismes sont
susceptibles d'étre présents, et dans I'examen rapide des frottis sanguins ou des frottis contenant des matiéres
protéiniques dans lesquels les organismes sont difficilement différentiables des matiéres d’arriere-plan.

RESUME ET EXPLICATION

La coloration fluorochromatique des microorganismes utilisant I'orange d’acridine a d’abord été décrite par Strugger
et Hilbrich en 1942. Elle est depuis largement répandue dans I'analyse des sols et de I’eau pour leur contenu microbien.
En 1975, Jones et Simon ont évalué des méthodes épifluorescentes utilisées dans la numération directe des bactéries
aquatiques et déterminé que I'orange d’acridine fournissait la meilleure évaluation de la population bactérienne dans
les échantillons prélevés en lac, riviére et eau de mer.! La méthodologie de numération directe par I'orange d’acridine
(AODC) a été utilisée dans la numération des bactéries de décharges.23 Heidelberg et al. ont utilisé la méthode AODC
dans une étude des changements saisonniers sur les populations bactériennes marines et conclu que la coloration a
I'orange d'acridine compare favorablement aux méthodes de numération fluorescente directe des oligonucléotides
(FODQ).4 La technique de filtrage épifluorescente directe (DEFT) utilisant I'orange d’acridine est désignée dans les
méthodes liées a I'examen microbien dans les aliments et dans |'eau.5.6.7.8

L'orange d'acridine a également été utilisé en applications cliniques et son réle mettant en évidence les bactéries dans
les hémocultures est maintenant largement accepté. En 1980, McCarthy et Senne ont comparé la coloration a I'orange
d’acridine avec des sous-cultures en aveugle pour la détection des hémocultures positives.? Leurs résultats ont montré
que la coloration a I'orange d’acridine constitue une alternative rapide et économique aux sous-cultures aveugles. lls
ont également noté que la coloration a I'orange d’acridine paraissait plus sensible que la coloration de Gram pour
détecter les microorganimes et qu’elle était capable de détecter les bactéries en concentrations d’environ 1 x 104 UFC
(bactéries souches)/mL. Lauer, Reller et Mirret ont comparé I'orange d'acridine avec la coloration de Gram pour
détecter les microorganismes dans le fluide cérébrospinal et d’autres matiéres cliniques.0 Leurs résultats concordaient
avec ceux rapportés par McCarthy et Senne et montraient que I'orange d’acridine était une méthode de coloration
simple et rapide, plus sensible que la coloration de Gram pour détecter les microorganismes dans les matiéres cliniques.
L'orange d’acridine a également servi a la détection de Trichomonas vaginalis dans les frottis vaginaux'! et le
diagnostic de la malaria'213 et des mycoplasmes.'4
3
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PRINCIPES DE LA METHODE

L'orange d'acridine est un colorant fluorochromatique qui se lie aux acides nucléiques des bactéries et d'autres
cellules.'> Sous une lampe UV, I'orange d’acridine marque I’ARN et I’ADN a simple brin en orange ; I’ADN a double brin
apparait en vert.

Dans un tampon dont le pH est compris entre 3,5 et 4,0, I'orange d’'acridine marque de maniére différentielle les
microorganismes par rapport aux matiéres cellulaires. Les bactéries et les champignons sont marqués uniformément
en orange brillant, tandis que les cellules inflammatoires et épithéliales humaines, ainsi que les débris d’arriére-plan,
sont marqués d'une couleur allant du vert pale au jaune. Les noyaux de leucocytes activés sont marqués en jaune,
orange ou rouge en raison de la production d’ARN accrue résultant de I'activation. Les érythrocytes ne sont pas
marqués ou apparaissent en vert pale.

En raison de cette propriété de marquage différentiel, les frottis colorés a I'orange d’acridine préparés a partir de
matiéres cliniques peuvent étre rapidement examinés en utilisant la microscopie fluorescente a un grossissement x100
ou x400 pour dépister la présence de microorganismes émettant une fluorescence orange brillant contre un arriére-
plan noir ou vert pale a jaune.

REACTIFS

Acridine Orange Stain

Formule approximative*

Orange d'acridine 0,19

Tampon d’acétate 0,5M 1000 mL

*Ajustée et/ou complémentée en fonction des critéres de performances imposés.

Précautions : Réservé au diagnostic in vitro.

Suivre les procédures de laboratoire homologuées pour la manipulation et I’élimination des matériaux infectieux.

Instructions pour la conservation : Conserver a une température comprise entre 15 et 30 °C. La date de péremption
s'applique au produit contenu dans son emballage intact et conservé conformément aux instructions.

Détérioration du produit : Ne pas utiliser si un précipité est observé ou si la solution présente des signes de
détérioration.

PRELEVEMENT ET MANIPULATION DES ECHANTILLONS

Recueillir les échantillons dans des récipients stériles ou au moyen d’écouvillons stériles, et les transporter
immédiatement vers le laboratoire en respectant les recommandations en vigueur.'®

METHODE
Matériaux fournis : Acridine Orange Stain.

Matériaux requis, mais non fournis : Microscope fluorescent convenant a l'orange d'acridine, lames
microscopiques en verre et méthanol.

Préparation, coloration et examen des frottis
1. Préparer un frottis de I'échantillon a colorer sur une lame de verre propre.

Laisser sécher a I'air.

Fixer le frottis avec 50 % ou 100 % de méthanol pendant 1 a 2 min.
Eliminer le méthanol en excés et laisser le frottis sécher.

Recouvrir la lame d’une coloration orange d'acridine pendant 2 min.
Rincer soigneusement a I'eau courante et laisser sécher.

Les frottis peuvent étre initialement examinés avec un microscope fluorescent en utilisant un grossissement de
x100 a x400. Les résultats observés doivent étre confirmés au microscope a x1000 avec un objectif a immersion dans
I'huile.

NouswnN

CONTROLE QUALITE PAR L'UTILISATEUR

1. Examiner la couleur et la clarté de la solution d’Acridine Orange Stain. La solution doit étre claire, orange et sans
trace de précipité.

2. Déterminer le pH de la solution. Le pH doit &étre compris entre 3,5 et 4,0.

3. Vérifier les performances de la coloration en utilisant des cultures de bouillon de soja tryptique avec 5 % de sang
de mouton pendant 4 & 6 h pour les organismes indiqués ci-dessous. Préparer les frottis, une culture par lame, et
respecter la procédure décrite dans Préparation, coloration et examen des frottis.

Microorganismes Bactéries Arriére-plan
Escherichia coli ATCC 25922 Orange brillant Erythrocytes vert pale et leucocytes jaunes, jaune vert ou
orange contre un champ noir.
Enterococcus faecalis ATCC 33186 Orange brillant Des débris de coloration verte, jaune, orange ou rouge

peuvent étre observés.

LIMITES DE LA PROCEDURE

La coloration orange d’acridine fournit des informations présumées sur la présence et l'identification des
microorganismes susceptibles de se trouver sur I'échantillon. Comme les microorganismes observés dans les frottis, y
compris les organismes non viables, peuvent provenir de sources externes, p. ex. des dispositifs de préléevement
d’échantillons, des lames ou des eaux de rincage usées, tous les frottis positifs doivent étre confirmés par une culture.

Il faut environ 104 CFU/mL pour une détection par cette méthode.
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La coloration orange d’acridine ne fait pas la distinction entre les organismes Gram positifs et négatifs. La réaction de
Gram peut étre déterminée par coloration de Gram directement sur I'orange d’acridine apres le retrait de I'huile
d'immersion.

Les noyaux et les granules provenant des leucocytes activés désintégrés ressemblent parfois a des cocci observés a un
grossissement inférieur, c.-a-d. entre x100 et x400. On peut les distinguer en fonction de leur morphologie aux
grossissements plus élevés, c.-a-d. a x1000.

Certains types de débris peuvent fluorescer dans les frottis colorés a I'orange d’acridine. Ces débris se distinguent des
microorganismes en fonction de leur morphologie lorsqu’ils sont observés aux grossissements supérieurs.

VALEURS ATTENDUES ET CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES

Les bactéries et les champignons sont marqués en orange brillant. L'arriére-plan affiché est noir a vert jaune. Les
cellules inflammatoires et épithéliales humaines et les débris tissulaires sont colorés en vert pale a jaune. Les leucocytes
activés sont colorés en jaune, orange ou rouge, selon le niveau d'activation et la quantité d’ARN produite, tandis que
les érythrocytes ne sont pas marqués, ou sont marqués en vert pale.

REFERENCES : Voir la rubrique « References » du texte anglais.

& BD Acridine Orange Stain

Deutsch
Best.-Nr.
Acridine Orange Stain Zum Nachweis von Mikroorganismen in 1 x 250 mL 212536
Direktabstrichen mit der Fluoreszenzfarbetechnik. 4 x 250 mL 212537

VERWENDUNGSZWECK

Acridine Orange Stain wird empfohlen fur den Nachweis von Mikroorganismen in Direktabstrichen von klinischem und
nichtklinischem Material unter dem Fluoreszenzmikroskop. Das Verfahren ist besonders nutzlich fur die schnelle
Uberprifung von normalerweise sterilen Proben von z. B. Riickenmarksflissigkeit, in denen vielleicht nur wenige
Mikroorganismen vorhanden sind, oder von Abstrichen mit proteinartigem Material, bei denen die Unterscheidung von
Mikroorganismen und Hintergrundmaterial schwierig sein kann.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Die fluorochrome Farbung von Mikroorganismen mit Acridinorange wurde zuerst 1942 von Strugger und Hilbrich
beschrieben. Das Verfahren ist inzwischen weit verbreitet und wird fur die Analyse von Boden- und Wasserproben auf
Mikroorganismen verwendet. 1975 untersuchten Jones and Simon verschiedene Epifluoreszenzverfahren fur die
direkte quantitative Bestimmung von Mikroorganismen in Wasser und kamen zu dem SchluB, daB man mit
Acridinorange die besten Schatzwerte fur die bakterielle Population in SUBwassersee-, FluB- und Meerwasserproben
erhalt.! Direkte Acridinorange-Zahlverfahren (AODC) wurden zur quantitativen Bestimmung von Bakterien auf
Mulldeponien verwendet.2:3 Heidelberg et al. nutzten AODC-Verfahren fir die Untersuchung jahreszeitlich bedingter
Veranderungen von mikrobiologischen Meerespopulationen und kamen zu dem SchluB3, daB die Acridineorange-
Farbung im Vergleich mit direkten Fluoreszenz-Oligonucleotid-Zéhlverfahren (FODC) gut abschnitt.4 Direkte
Epifluoreszenz-Filterverfahren (DEFT) unter Verwendung von Acridinorange werden zur mikrobiologischen
Untersuchung von Lebensmittel- und Wasserproben eingesetzt.56.7.8

Acridinorange wird auch in klinischen Zusammenhangen verwendet. Zu den weltweit anerkannten Verfahren gehort
die Markierung von Bakterien in Blutkulturen. 1980 verglichen McCarthy und Senne die Acridinorange-Farbung mit
blinden Subkulturen zum Nachweis positiver Blutkulturen.? Nach ihren Ergebnissen ist die Acridinorange-Farbung eine
schnelle und kostengunstige Alternative zu blinden Subkulturen. Die Autoren berichteten auch, daB die
Acridinorange-Farbung beim Nachweis von Mikroorganismen empfindlicher ist als die Gramfarbung und Bakterien
selbst noch in Konzentrationen von etwa 1 x 104 KBE/mL nachgewiesen werden kénnen. Lauer, Reller und Mirret
verglichen Acridinorange mit der Gramfarbung zum Nachweis von Mikroorganismen in der Ruckenmarksflussigkeit
und anderen klinischen Proben.'0 Die Ergebnisse stimmten mit den von McCarthy und Senne berichteten tberein und
zeigten, daB die Acridinorange-Farbung ein einfaches und schnelles Farbeverfahren ist, das beim Nachweis von
Mikroorganismen in klinischen Proben empfindlicher reagiert als die Gramfarbung.

Acridinorange wird auch fur den Nachweis von Trichomonas vaginalis in Vaginalabstrichen, zur Malariadiagnose?2.13
und zum Nachweis von Mykoplasmen'4 genutzt.

VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Acridinorange ist ein fluorochromer Farbstoff, der sich mit Nukleinsduren in Bakterien und anderen Zellen verbindet.1>
Unter UV-Licht farbt Acridinorange RNA und einstrangige DNA orange; doppelstrangige DNA erscheint griin.

Bei einem pH-Wert von 3,5 - 4,0 gepuffert farbt Acridinorange Mikroorganismen aus Zellmaterial differentiell. Bakterien
und Fungi erscheinen einheitlich orange, wahrend menschliche Epithel- und Entziindungszellen sowie Hintergrund-
Zelltrummer grun bis gelb erscheinen. Die Zellkerne aktivierter Leukozyten erscheinen wegen der aktivierungsbedingt
gesteigerten RNA-Produktion gelb, orange oder rot. Erythrozyten erscheinen blaBgrin oder gar nicht gefarbt.

Wegen dieser Eigenschaft der differentiellen Farbung scheinen mit Acridinorange geférbte Abstriche von klinischen
Proben unter dem Fluoreszenzmikroskop bei einer 100- bis 400fachen VergréBerung schnell auf das Vorhandensein von
Mikroorganismen Uberprift werden zu koénnen, die sich hellorange fluoreszierend von einem schwarzen oder
blaBgrunen bis gelben Hintergrund abheben.

5
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REAGENZIEN

Acridine Orange Stain

Ungefahre Zusammensetzung*

Acridinorange 0,149

Acetat-Pufferlésung 0,5 M 1000 mL

*Nach Bedarf abgestimmt und/oder erganzt auf die geforderten Testkriterien.
Sicherheitshinweise: In-vitro-Diagnostikum.

Beim Umgang mit infektidsem Material und bei dessen Entsorgung sind etablierte einschlagige Laborverfahren
anzuwenden.

Aufbewahrung: Bei 15 - 30 °C aufbewahren. Das angegebene Verfallsdatum gilt fur das in der ungedffneten
Packung aufbewahrte Produkt bei Einhaltung der Lagervorschriften.

Haltbarkeit des Produkts: Produkt bei Ausfallungen oder sonstigen Verfallsanzeichen nicht verwenden.

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Proben in sterile Behélter oder mit sterilen Wattestdbchen entnehmen und diese entsprechend den
Richtlinienempfehlungen unmittelbar zum Labor bringen.'6

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Acridine Orange Stain.

Bendtigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Fluoreszenzmikroskop, geeignet fur Acridinorange;
Objekttrager (Glas) und Methanol.

Vorbereitung, Farbung und Untersuchung von Abstrichen

Einen Abstrich der zu farbenden Probe auf einem sauberen Objekttrager aus Glas herstellen.
An der Luft trocknen lassen.

Abstrich mit 50- oder 100%igem Methanol 1 - 2 Minuten fixieren.

Uberschissiges Methanol ablaufen und Abstrich trocknen lassen.

Objekttrager 2 Minuten lang in Acridinorange tranken.

Grundlich mit Leitungswasser abspulen und trocknen lassen.

Die Abstriche konnen zunéachst bei 100- bis 400facher VergréBerung unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht
werden. Das Ergebnis sollte durch eine Untersuchung mit einem Mikroskop mit Immersions6l-Objektiv bei
1000facher VergréBerung bestatigt werden.

NouhsWN =

QUALITATSKONTROLLE DURCH DEN ANWENDER

1. Losung von Acridine Orange Stain auf Farbe und Transparenz Uberprifen. Die Lésung sollte klar und orange sein
und keine Niederschldge zeigen.

2. pH-Wert der Lésung bestimmen. Er sollte bei 3,5 - 4,0 liegen.

3. Leistung des Tests mit Kulturen der nachstehend aufgefuhrten Mikroorganismen nach 4 - 6 Stunden in tryptischer
Sojabouillon mit 5 % Schafsblut Gberprufen. Abstriche herstellen — eine Kultur pro Objekttrager — und wie unter
.Vorbereitung, Farbung und Untersuchung von Abstrichen” vorgehen.

Organismus Bakterium Hintergrund
Escherichia coli ATCC 25922 Hellorange BlaBgrune Erythrozyten und gelbe, gelb-griine oder
orange Leukozyten vor schwarzem Hintergrund.
Enterococcus faecalis ATCC 33186 Hellorange Ggf. kénnen grin, gelb, orange oder rot gefarbte

Zelltrimmer beobachtet werden.

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Die Acridinorange-Farbung liefert Prasumtivinformationen zum Vorhandensein und zur Identifizierung von
Mikroorganismen, die auf einer Probe vorhanden sein kénnen. Da Mikroorganismen in Abstrichen — ebenso nicht
lebensfahige — auch externen Ursprungs sein kénnten, zum Beispiel von ProbensammelgefaBen, Objekttragern oder
dem zum Spulen verwendeten Wasser, sollten alle positiven Abstriche durch Kultivierung bestatigt werden.

Far den Nachweis mit Hilfe dieser Methode sind etwa 104 KBE/mL erforderlich.

Die Farbung mit Acridine Orange Stain unterscheidet nicht zwischen grampositiven und gramnegativen
Mikroorganismen. Die Gramreaktion kann durch Gramfarbung direkt Uber dem Acridinorange nach Entfernen des
Immersionsoéls bestimmt werden.

Zellkerne oder Granulae von zerfallenen aktivierten Leukozyten kénnen bei geringerer VergroBerung — 100- oder
400fach — Kokken &hneln. Sie lassen sich aber aufgrund ihrer Morphologie bei starkerer VergréBerung — 1000fach —
differenzieren.

Bestimmte Arten von Zelltrummern fluoreszieren in mit Acridinorange gefarbten Abstrichen. Diese Zelltrimmer lassen
sich aufgrund ihrer Morphologie bei starkerer VergréBerung con Mikroorganismen differenzieren.

ZU ERWARTENDE ERGEBNISSE UND LEISTUNGSMERKMALE

Bakteria und Fungi ergeben eine hellorange Farbung. Der Hintergrund erscheint schwarz bis gelblich-grin.
Menschliche Epithel- und Entztndungszellen sowie Zelltrimmer erscheinen grun bis gelb. Aktivierte Leukozyten
erscheinen gelb, orange oder rot, je nach Aktivierungsgrad und produzierter RNA-Menge. Erythrozyten erscheinen
blaBgrun oder gar nicht gefarbt.

LITERATUR: S. “References” im englischen Text
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& BD Acridine Orange Stain

Italiano
N. di cat.
Acridine Orange Stain Per la rilevazione di microrganismi in strisci 1 x 250 mL 212536
diretti mediante tecnica di colorazione 4 x 250 mL 212537

in fluorescenza

USO PREVISTO

L'uso di Acridine Orange Stain (colorazione con arancio di acridina) & consigliato nella rilevazione microscopica in
fluorescenza di microrganismi in strisci diretti allestiti da materiale clinico e non clinico ed & particolarmente utile nello
screening rapido di campioni normalmente sterili, come per esempio liquido cerebrospinale, dove possono essere
presenti pochi microrganismi e nell’'esame rapido di strisci di sangue periferico oppure strisci contenenti materiale
proteinaceo in cui la differenziazione di microrganismi dal materiale di fondo puo essere pit complessa.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

La colorazione fluorocromatica di microrganismi mediante arancio di acridina & stata per la prima volta descritta da
Strugger e Hilbrich nel 1942 e da allora ampiamente usata nell’esame del contenuto microbico del terreno e
dell’acqua. Nel 1975, Jones e Simon valutarono metodiche in epifluorescenza impiegate in conte dirette di batteri
acquatici e conclusero che I'arancio di acridina forniva la stima migliore della popolazione batterica in campioni di
acqua lacustre, fluviale e marina.! La metodica della conta diretta con arancio di acridina (AODC) ¢ stata impiegata
nel calcolo dei batteri di discarica.23 Heidelberg et al. hanno usato I’AODC in uno studio delle variazioni stagionali
nelle popolazioni batteriche marine, concludendo che la colorazione con arancio di acridina € superiore alle procedure
di conta diretta con oligonucleotide fluorescente (FODC).4 La tecnica diretta di filtro epifluoresente (DEFT) con arancio
di acridina & indicata nelle metodiche per I'esame microbico di alimenti e acqua.>6.7.8

L'arancio di acridina e stata usato anche in applicazioni cliniche e il suo impiego nell’evidenziazione di batteri in
emocoltura & ormai ampiamente accettato. Nel 1980, McCarthy e Senne compararono la colorazione con arancio di
acridina con subcolture in cieco per la rilevazione di emocolture positive,® ottenendo risultati attestanti la validita della
colorazione con arancio di acridina come alternativa rapida ed economica alle subcolture in cieco. Osservarono inoltre
che la colorazione con arancio di acridina appariva piu sensibile della colorazione di Gram nella rilevazione di
microrganismi ed era in grado di rilevare batteri a concentrazioni di circa 1 x 104 CFU (unita formanti colonie)/mL.
Lauer, Reller e Mirret compararono I'arancio di acridina con la colorazione di Gram nella rilevazione di microrganismi
nel liquido cerebrospinale e in altro materiale clinico,'® ottenendo risultati concordi con quelli documentati da
McCarthy e Senne, che ne attestavano la semplicita e rapidita e la maggiore sensibilita rispetto alla colorazione di
Gram nella rilevazione di microrganismi in materiale clinico.

L'arancio di acridina é stato usato anche per la rilevazione di Trichomonas vaginalis in strisci vaginali,'! diagnosi di
malaria’2.13 e micoplasmi.4

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

L'arancio di acridina & un colorante fluorocromatico che si lega agli acidi nucleici di batteri e di altre cellule.'> Alla luce
UV, I'arancio di acridina colora di arancio I'RNA e il DNA monofilamento, mentre il DNA a doppio filamento appare
verde.

All’'aggiunta di un tampone con pH 3,5 - 4,0, I'arancio di acridina colora i microrganismi in modo differente rispetto
al materiale cellulare. Batteri e funghi si colorano uniformemente di arancio brillante, mentre le cellule epiteliali e
inflammatorie umane e i detriti di fondo si colorano di verde pallido - giallo. | nuclei dei leucociti attivati si colorano
di giallo, arancio o rosso a causa della maggiore produzione di RNA derivante dall’attivazione. Gli eritrociti o non si
colorano o appaiono di colore verde pallido.

Grazie a questa proprieta di colorazione differenziale, gli strisci colorati con arancio di acridina allestiti da materiale
clinico possono essere sottoposti a screening rapido mediante microscopia in fluorescenza a ingrandimento
100X — 400X per la presenza di microrganismi con fluorescenza arancio brillante rispetto a un fondo nero o verde
pallido - giallo.
REAGENTI
Acridine Orange Stain
Formula approssimata*
Arancio di acridina 0,19
Tampone acetato, 0,5M 1000 mL
*Compensata elo corretta per soddisfare i criteri di performance.
Precauzioni - Per uso diagnostico in vitro.
Seguire le prassi di laboratorio in materia di manipolazione e smaltimento di materiali infettanti.
Modalita di conservazione - Conservare a 15 — 30 °C. La data di scadenza indicata si riferisce al prodotto in
confezionamento integro, correttamente conservato.
Deterioramento del prodotto - Non utilizzare in caso di formazione di precipitati o se la soluzione presenta altri
segni di deterioramento.

7
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RACCOLTA E TRATTAMENTO DEI CAMPIONI

Raccogliere i campioni in contenitori sterili o con tamponi sterili e trasportarli immediatamente in laboratorio secondo
le linee guida consigliate.'®

PROCEDURA

Materiali forniti - Acridine Orange Stain.

Materiali necessari ma non forniti - Microscopio a fluorescenza adatto all’'uso con arancio di acridina, vetrini (di
vetro) per microscopio e metanolo.

Preparazione, colorazione ed esame degli strisci

Allestire uno striscio del campione da colorare su un vetrino pulito.
Lasciare asciugare all‘aria.

Fissare lo striscio con metanolo al 50% o 100% per 1 — 2 min.
Rimuovere il metanolo in eccesso e lasciare asciugare lo striscio.
Irrorare il vetrino con la colorazione arancio di acridina per 2 min.
Risciacquare con cura con acqua corrente e lasciare asciugare all’aria.

Con un microscopio a fluorescenza, esaminare inizialmente gli strisci con un ingrandimento 100X - 400X.
Confermare i riscontri con un esame a 1000X usando un obiettivo a immersione in olio.

NousrwN-=

CONTROLLO DI QUALITA A CURA DELL'UTENTE

1. Esaminare la soluzione di arancio di acridina per verificarne colore e trasparenza. La soluzione deve essere di colore
arancio, trasparente e non presentare segni di precipitati.

2. Determinare il pH della soluzione. Il pH deve essere 3,5 - 4,0.

3. Controllare le performance della colorazione usando Tryptic Soy Broth di 4 - 6 h con colture di sangue di montone
al 5% dei microrganismi sotto indicati. Allestire gli strisci con una coltura per vetrino e procedere come descritto
in Preparazione, colorazione ed esame degli strisci.

Microrganismi Batteri Fondo

Escherichia coli ATCC 25922 Arancio brillante Eritrociti di colore verde pallido e leucociti di colore
giallo, giallo-verde o arancio su campo nero.

Enterococcus faecalis ATCC 33186 Arancio brillante Si possono osservare detriti con colorazione verde, gialla,

arancio o rossa.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

La colorazione con arancio di acridina fornisce dati presuntivi sulla presenza e I'identificazione di microrganismi
eventualmente presenti nel campione. Poiché i microrganismi osservati negli strisci, inclusi quelli non vitali, possono
originare da fonti esterne, vale a dire dispositivi di raccolta dei campioni, vetrini o acqua usata per il risciacquo, tutti
gli strisci positivi devono essere confermati mediante coltura.

Per la rilevazione con questa metodica, sono necessari circa 104 CFU/mL.

La colorazione con arancio di acridina non distingue i microrganismi gram-positivi da quelli gram-negativi. La reazione
di Gram puo essere determinata mediante colorazione di Gram direttamente sull’arancio di acridina dopo la rimozione
dell’olio di immersione.

A ingrandimenti inferiori, come 100X - 400X, i nuclei o i granuli di leucociti attivati frammentati possono rassomigliare
a cocchi; € comunque possibile distinguerli in base alla morfologia a ingrandimenti superiori, vale a dire 1000X.
Alcuni tipi di detriti possono sviluppare fluorescenza in strisci colorati con arancio di acridina. Questi detriti possono
essere distinti dai microrganismi in base alla morfologia, se osservati a ingrandimenti superiori.

RISULTATI ATTESI E PERFORMANCE

Batteri e funghi si colorano di arancio brillante. Il fondo appare nero - giallo/verde. Le cellule epiteliali e infiammatorie
umane e i detriti di tessuto si colorano di verde pallido — giallo. | leucociti attivati si colorano di giallo, arancio o rosso
a seconda del livello di attivazione e della quantita di RNA prodotto, mentre gli eritrociti o non si colorano o si
colorano di verde pallido.

BIBLIOGRAFIA: Vedere “"References” nel testo inglese.
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& BD Acridine Orange Stain

Espariol
N.° ref.
Acridine Orange Stain Para la deteccién de microorganismos 1 x 250 mL 212536
en frotis directos mediante la técnica 4 x 250 mL 212537

de tincién fluorescente.

USO PREVISTO

Acridine Orange Stain se recomienda para uso en la deteccidon microscépica fluorescente de microorganismos en frotis
directos preparados a partir de muestras clinicas y no clinicas. Representa un método particularmente util para la
rapida deteccion de muestras normalmente estériles, tales como el liquido cefalorraquideo, en el que pocos
organismos pueden estar presentes y en el examen rapido de frotis de sangre o material de naturaleza proteica, en el
que sea dificil la diferenciacién de los organismos y el material de fondo.

RESUMEN Y EXPLICACION

La tincion fluorocromatica de microorganismos mediante naranja de acridina fue descrita por primera vez por Strugger
y Hilbrich en 1942. Desde entonces se ha utilizado ampliamente para el examen de tierra y agua en busca de contenido
microbiano. En 1975, Jones y Simon evaluaron los métodos epifluorescentes utilizados en recuentos directos de
bacterias acuaticas y determinaron que la naranja de acridina proporcionaba el mejor calculo de poblacién bacteriana
en muestras de agua marina, fluvial y lacustre!. La metodologia de recuento directo con naranja de acridina (AODC)
se ha utilizado para el recuento de bacterias de vertederos de residuos23. Heidelberg y col. utilizaron el método AODC
en un estudio de cambios estacionales en las poblaciones de bacterias marinas y llegaron a la conclusion de que la
tincion con naranja de acridina presentaba ventajas en comparacién con los procedimientos de recuento directo de
oligonucleétidos con fluorescencia (FODC).4 La técnica de filtro epifluorescente directo (DEFT) con naranja de acridina
se especifica en métodos de examen microbiano de alimentos y agua56.7.8,

La naranja de acridina también se ha utilizado en aplicaciones clinicas, y su uso para resaltar las bacterias en los
hemocultivos se ha aceptado ampliamente. En 1980, McCarthy y Senne compararon la deteccién con naranja de
acridina con los subcultivos a ciegas para la deteccion de hemocultivos positivos®. Sus resultados demostraron que la
tincién con naranja de acridina era una alternativa rapida y econédmica a los subcultivos a ciegas. También resefiaron
que la tincién con naranja de acridina parecia ser mas sensible que la tincién de Gram para la deteccion de
microorganismos, y fue capaz de detectar bacterias en concentraciones de aproximadamente 1 x 104 UFC (unidades
formadoras de colonias)/mL. Lauer, Reller y Mirret compararon la naranja de acridina con la tincién de Gram para la
deteccion de microorganismos en el liquido cefalorraquideo y otras muestras clinicas'0. Sus resultados concordaron con
los publicados por McCarthy y Senne y demostraron que la naranja de acridina era un procedimiento de tincion sencillo
y rapido, ademas de mas sensible que la tinciéon de Gram en la deteccion de microorganismos en muestras clinicas.

La naranja de acridina también se utilizé para la deteccion de Trichomonas vaginalis en frotis vaginales'!, el
diagnéstico de paludismo'2.13 y las micoplasmas'4.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

La naranja de acridina es un colorante fluorocromatico que se une a los acidos nucleicos de las bacterias y otras
células?®. Bajo la luz ultravioleta, las tinciones de naranja de acridina en el ARN y el ADN monocatenario son de color
naranja, y las del ADN bicatenario, verde.

Tamponada con un pH de 3,5 - 4,0, la naranja de acridina hace posible las tinciones que diferencien los
microorganismos de las muestras celulares. Las tinciones de bacterias y hongos son uniformes y de color naranja
brillante, mientras que las tinciones de células de inflamacion y epiteliales humanas y restos de fondo son de color de
verde palido a amarillo. Las tinciones de los nucleos de leucocitos activados son de color amarillo, naranja o rojo, dado
que hay una mayor produccion de ARN debido a la activacién. Los eritrocitos no producen tincion, o ésta es de color
verde pélido.

Debido a esta propiedad de tinciéon diferencial, las frotis de tincion con naranja de acridina preparadas a partir de
muestras clinicas pueden analizarse rapidamente en analisis microscopico fluorescente con un aumento de 100X a
400X en busca de microorganismos de color naranja brillante fluorescente contra un fondo negro o de verde palido a
amarillo.

REACTIVOS

Acridine Orange Stain

Foérmula aproximada*

Naranja de acridina 0,19

Solucion tampon de acetato, 0,5M 1000 mL

*Ajustada ylo suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento.
Precauciones: Para uso diagnostico in vitro.

Deben seguirse los procedimientos de laboratorio adecuados y establecidos para la manipulacién y la eliminacion de
materiales infecciosos.
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Instrucciones para el almacenamiento: Conservar a 15 — 30 °C. La fecha de caducidad se aplica al producto
conservado en su envase intacto de la forma indicada.

Deterioro del producto: No utilizar si existen signos de precipitado o la solucion muestra otros signos de deterioro.

RECOGIDA Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

Recoger las muestras en recipientes estériles o con torundas estériles y transportarlas de inmediato al laboratorio
siguiendo las directrices recomendadas’®.

PROCEDIMIENTO

Materiales suministrados: Acridine Orange Stain.

Materiales necesarios pero no suministrados: Microscopio fluorescente adecuado para uso con naranja de
acridina, portaobjetos de vidrio para microscopio y metanol.

Preparacion, tincion y examen de frotis

Prepare un frotis de la muestra a la que se realizara la tinciéon en un portaobjetos de vidrio limpio.
Dejar secar al aire.

Fijar el frotis con metanol al 50% o 100% durante 1 — 2 minutos.

Quitar el exceso de metanol para permitir que el frotis se seque.

Cubrir el portaobjetos con tincidon con naranja de acridina durante 2 minutos.

Aclarar a conciencia con agua corriente y dejar secar.

El frotis debe examinarse inicialmente con un aumento de 100X a 400X mediante un microscopio fluorescente. Los
hallazgos deben confirmarse con un examen a 1000X con un objetivo de inmersion en aceite.

NouswWwN=

CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO

1. Examine la solucién de Acridine Orange Stain para determinar su color y claridad. Dicha soluciéon debe ser
transparente, naranja y sin precipitados.

2. Determine el pH de la solucién. El pH debe ser de 3,5 - 4,0.

3. Compruebe el rendimiento de la tinciéon por medio de caldo triptico de soja de 4 — 6 h con cultivos de sangre de
carnero al 5% inoculados con los organismos que se indican a continuacién. Prepare el frotis, un cultivo por
portaobjetos, y continte el procedimiento seguin se describe en “Preparacion, tincion y examen de frotis”.

Microorganismos Bacterias Fondo
Escherichia coli ATCC 25922 Naranja brillante Eritrocitos de color verde palido y leucocitos de color
amarillo, amarillo-verde o naranja contra un fondo negro.
Enterococcus faecalis ATCC 33186 Naranja brillante Se puede observar restos de tincion de color verde,

amarillo, naranja o rojo.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La tinciéon con naranja de acridina proporciona informacién de la supuesta presencia e identificacion de
microorganismos que pueden estar presentes en la muestra. Dado que los microorganismos que se observan en frotis,
incluidos los no viables, pueden tener un origen externo, es decir, de los dispositivos de recogida de muestras, el
portaobjetos o el agua utilizada para aclarar, todos los frotis positivos deben confirmarse mediante un cultivo.

Se requieren aproximadamente 104 UFC/mL para la deteccién por medio de este método.

La Acridine Orange Stain no distingue entre los organismos grampositivos y los gramnegativos. La reaccion de Gram
se puede determinar mediante la tincién de Gram de manera directa sobre la naranja de acridina después de retirar el
aceite de inmersion.

Los nucleos o granulos de leucocitos activados desintegrados pueden asemejarse a los cocos si se utiliza un aumento
menor, es decir, de 100X a 400X. Se pueden distinguir por su morfologia con un aumento mayor, es decir, 1000X.
Ciertos tipos de restos pueden presentar fluorescencia en frotis con tincién con naranja de acridina. Estos restos pueden
distinguirse de los microorganismos por su morfologia al observarse con un aumento mayor.

RESULTADOS PREVISTOS Y CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Las tinciones de bacterias y hongos son de color naranja brillante. El fondo aparece de color negro a amarillo-verde.
Las tinciones de células de inflamacion, células epiteliales humanas y restos de tejido son de color verde palido a
amarillo. Las tinciones de leucocitos activados son de color amarillo, naranja o rojo, segun el nivel de activacién y
cantidad de ARN producido, mientras que las tinciones de eritrocitos no presentan color o éste es verde pélido.

REFERENCIAS: Véase la seccion “References” en el texto inglés.
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Manufacturer / Vyrobce / Producent / Fabrikant / Tootja / Valmistaja / Fabricant /
Hersteller / Kataokeuaomiq / Gyarto / Ditta produttrice / Gamintojas / Producent /
Fabricante / Vyrobca / Tillverkare

Use by / Spotiebujte do / Anvendes for / Houdbaar tot / Kasutada enne /
Viimeinkayttépaiva / A utiliser avant / Verwendbar bis / Huepounia Mj&ng /
Felhasznalhat6sag datuma / Usare entro / Naudokite iki / Brukes for / Stosowa¢ do /
Utilizar em / Pouzite do / Usar antes de / Anvéand fére /

YYYY-MM-DD / YYYY-MM (MM = end of month) /

RRRR-MM-DD / RRRR-MM (MM = konec mésice)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutning af méaned) /

JJJJ-MM-DD / JJJJ-MM (MM = einde maand)

AAAA-KK-PP / AAAA-KK (KK = kuu 16pp)

VVVV-KK-PP / VVVWV-KK (kuukauden loppuun mennessa)

AAAA-MM-JJ / AAAA-MM (MM = fin du mois) /
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