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N.° Cat.
Acridine Orange Stain Para deteccdo de microrganismos em esfregacos 1x 250 mL 212536
directos pela técnica de coloracao fluorescente. 4 x 250 mL 212537

UTILIZACAO PRETENDIDA

Acridine Orange Stain é recomendado para utilizagdo na detecgdo microscopica fluorescente de microrganismos em
esfregacos directos preparados a partir de materiais clinicos e nao clinicos. E particularmente Gtil no rastreio rapido de
amostras normalmente estéreis como, por exemplo, liquido cefalorraquidiano, em que poucos organismos poderao
estar presentes, e no exame rapido de esfregacos de sangue ou esfregagos contendo material proteinaceo em que a
diferencia¢do dos organismos em relagdo ao material de fundo podera ser mais dificil.

RESUMO E EXPLICACAO

A coloragdo fluorocromatica de microrganismos utilizando laranja de acridina foi descrita pela primeira vez por
Strugger e Hilbrich em 1942. Desde entdo tem sido muito utilizada no exame do solo e da dgua relativamente ao teor
microbiano. Em 1975, Jones e Simon avaliaram métodos epifluorescentes utilizados nas contagens directas de bactérias
aquaticas e determinaram que o laranja de acridina proporcionava a melhor estimativa da populacdo bacteriana em
amostras de lagos, rios e agua do mar.! A metodologia de contagem directa do laranja de acridina (AODC) tem sido
utilizada na enumeragao de bactérias de lixeiras controladas.23 Heidelberg et al. utilizaram a AODC num estudo de
alteracdes sazonais nas populacdes bacterianas marinhas e concluiram que a coloracdo do laranja de acridina se
comparava favoravelmente com os procedimentos de contagem directa fluorescente de oligonucleétidos (FODC).4 A
técnica de filtragem directa epifluorescente (DEFT) utilizando laranja de acridina é especificada nos métodos para o
exame microbiano de alimentos e agua.>6.7.8

O laranja de acridina tem sido igualmente utilizado em aplicacdes clinicas e a sua utilizacdo para realcar bactérias em
culturas de sangue tornou-se amplamente aceite. Em 1980, McCarthy e Senne compararam a coloragdo do laranja de
acridina com subculturas cegas para a deteccdo de culturas de sangue positivas.? Os seus resultados revelaram que a
coloragdo do laranja de acridina constituia uma alternativa rapida e econdmica as subculturas cegas. Referiram
igualmente que a coloracdo do laranja de acridina parecia ser mais sensivel do que a coloragdo Gram na detecgdo de
microrganismos e conseguia detectar bactérias em concentracées de aproximadamente 1 x 104 CFU/mL (unidades
formadoras de colénias/mL). Lauer, Reller e Mirret compararam o laranja de acridina com a coloracdo Gram na deteccdo
de microrganismos no liquido cefalorraquidiano e noutros materiais clinicos.10 Os seus resultados corresponderam aos
referidos por McCarthy e Senne e revelaram que o laranja de acridina é um procedimento de coloragdo rapido e
simples, que foi mais sensivel do que a coloracdo Gram na deteccdo de microrganismos em materiais clinicos.

O laranja de acridina tem sido igualmente utilizado na detecgao de Trichomonas vaginalis em esfregacos vaginais'!, no
diagndstico da malaria’2.13 e em micoplasmas.14

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

O laranja de acridina é um corante fluorocromatico que se liga aos acidos nucleicos das bactérias e de outras células.>
Sob a luz UV, o laranja de acridina colora de laranja o ARN e o ADN monofilamentar; o ADN bifilamentar aparece a verde.

Quando tamponado com pH 3,5 - 4,0, o laranja de acridina colora diferencialmente os microrganismos de materiais
celulares. As bactérias e os fungos adquirem uma coloracdo uniforme laranja vivo, enquanto que as células epiteliais e
inflamatérias humanas e os detritos de fundo apresentam uma coloracdo verde-claro a amarelo. Os nucleos dos
leucécitos activados apresentam uma coloracdo amarela, laranja ou vermelha devido ao aumento da produgao de ARN
resultante da activacdo. Os eritrécitos ndo adquirem qualquer coloragdo ou entdo aparecem a verde-claro.

Devido a esta propriedade de coloracdo diferencial, os esfregacos sujeitos a colora¢do com laranja de acridina
preparados a partir de materiais clinicos podem ser rapidamente rastreados utilizando a microscopia fluorescente, com
uma ampliacdo de 100X a 400X, quanto a presenca de microrganismos que emitam fluorescéncia laranja vivo contra
um fundo preto ou verde-claro a amarelo.

REAGENTES

Acridine Orange Stain

Formula aproximada*

Laranja de acridina 0,19

Tampao acetato, 0,5M 1000 mL

*Ajustada e/ou suplementada conforme necessdrio para cumprir os critérios do desempenho.

Precaucées: Para diagnostico in vitro.

Seguir os procedimentos laboratoriais aceites e adequados para o0 manuseamento e eliminacdo de materiais infecciosos.
Instrucdes de armazenamento: Conservar entre 15 — 30°C. O prazo de validade refere-se ao produto contido no
recipiente intacto e armazenado conforme indicado.

Deterioracdo do produto: Nao utilizar o produto caso apresente sinais de precipitagdo ou caso a solucdo apresente
outros sinais de deterioragdo.



COLHEITA E MANIPULACAO DAS AMOSTRAS

As amostras devem ser colhidas em recipientes estéreis ou com zaragatoas estéreis e transportadas imediatamente
para o laboratério, de acordo com as linhas de orientacdo recomendadas.6

PROCEDIMENTO

Materiais fornecidos: Acridine Orange Stain.

Materiais necessarios mas nao fornecidos: Microscopio fluorescente indicado para utilizacdo com laranja de
acridina, laminas de vidro para microscépio e metanol.

Preparacdo, coloracdo e exame dos esfregacos

Prepare, numa ldmina de vidro limpa, um esfregaco da amostra que pretende sujeitar a coloracéo.
Deixe secar ao ar.

Efectue a fixacdo do esfregaco com metanol a 50% ou 100% durante 1 -2 min.

Escorra o excesso de metanol e deixe o esfregaco secar.

Inunde a lamina com coloracdo de laranja de acridina durante 2 min.

Lave bem com &gua corrente e deixe secar.

Os esfregagos podem ser inicialmente examinados com uma ampliagdo de 100X a 400X utilizando um microscopio
fluorescente. Os resultados devem ser confirmados por exame a 1000X com uma objectiva de imersdo em 6leo.

CONTROLO DE QUALIDADE PELO UTILIZADOR

1. Examine a solu¢do de Acridine Orange Stain quanto a cor e a transparéncia. A solucdo deve apresentar-se
transparente, laranja e sem sinais de precipitagdo.

2. Determine o pH da solucdo. O pH deve ser 3,5 - 4,0.

3. Verifique o desempenho da coloracdo utilizando caldo triptico de soja de 4 - 6 h com culturas de sangue de ovelha
a 5% dos organismos abaixo indicados. Prepare os esfregacos, uma cultura por lamina, e proceda conforme
descrito na seccdo “Preparagdo, coloracdo e exame dos esfregagos”.

Nowu,kwh=

Organismos Bactérias Fundo
Escherichia coli ATCC 25922 Laranja vivo Eritrécitos verde-claros e leucocitos amarelos, amarelo-
esverdeados ou laranja contra um campo preto.
Enterococcus faecalis ATCC 33186 Laranja vivo Podem ser observados detritos de coloragao verdes,

amarelos, laranja ou vermelhos.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

A coloragao do laranja de acridina faculta informacGes presuntivas sobre a presenca e identificagdo de microrganismos
que podem estar presentes na amostra. Uma vez que os microrganismos observados nos esfregacos, incluindo os nao
viaveis, podem ter origem em fontes externas, isto é, dispositivos de colheita de amostras, ldminas ou dgua utilizada
para as lavagens, todos os esfregacos positivos devem ser confirmados por cultura.

Para deteccdo por este método sdo necessarias aproximadamente 104 CFU/mL.

A coloragdo com Acridine Orange Stain nao distingue entre organismos gram-positivos e gram-negativos. A reaccdo Gram
pode ser determinada por coloragdo Gram directamente sobre o laranja de acridina apds remocao do 6leo de imersdo.
Os nucleos ou granulos provenientes dos leucdcitos activados desintegrados podem assemelhar-se a cocos quando
examinados com amplia¢des inferiores, isto €, 100X a 400X. Podem ser distinguidos com base na morfologia quando
examinados com ampliagdes superiores, isto €, 1000X.

Certos tipos de detritos podem emitir fluorescéncia em esfregacos sujeitos a coloracdo com laranja de acridina. Estes
detritos podem ser distinguidos dos microrganismos com base na morfologia quando examinados com ampliacdes
superiores.

RESULTADOS ESPERADOS E CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

As bactérias e os fungos adquirem uma coloracao laranja vivo. O fundo aparece preto a amarelo esverdeado. As células
epiteliais e inflamatérias humanas e os detritos dos tecidos adquirem uma coloracédo verde-claro a amarelo. Os leucécitos
activados adquirem uma coloragdo amarela, laranja ou vermelha, dependendo do nivel de activacdo e da quantidade de
ARN produzido, enquanto que os eritrécitos ndo adquirem qualquer coloragdo ou entdo aparecem a verde-claro.

BIBLIOGRAFIA

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. 7139:387-391.

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

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, 37 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.



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

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.

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.

. 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.

. Greenwood, J.R., and K. Kirk-Hillaire. 1981. Evaluation of acridine orange stain for detection of Trichomonas

vaginalis in vaginal specimens. J. Clin. Microbiol. 74:699.

. Keiser, J., J. Utzinger, Z. Premji, Y. Yamagata, and B.H. Singer. 2002. Acridine orange for malaria diagnosis: its

diagnostic performance, its promotion and implementation in Tanzania, and the implications for malaria control.
Ann. Trop. Med. Parasitol. 96:643-654.

. Bosch, 1., 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.

. Rosendal, S. and A. Valdivieso-Garcia. 1981. Enumeration of mycoplasmas after acridine orange staining. Appl.

Environ. Microbiol. 47:1000-1002.

. Kasten, F.H. 1967. Cytochemical studies with acridine orange and the influence of dye contaminants in the staining

of nucleic acids. Internat. Rev. Cytol. 27:141-202.

. Shea, Y.R. 1994. Specimen collection and transport, p. 1.1.1-1.1.30. In H.D. Isenberg (ed.), Clinical microbiology

procedures handbook, vol. 1, American Society for Microbiology, Washington, D.C.



Manufacturer / Vyrobce / Producent / Fabrikant / Tootja / Valmistaja / Fabricant /
Hersteller / Kataokeuaotng / Gyarté / Ditta produttrice / Gamintojas / Producent /
Fabricante / Vyrobca / Tillverkare

Use by / Spotiebujte do / Anvendes for / Houdbaar tot / Kasutada enne /
Viimeinkayttopaiva / A utiliser avant / Verwendbar bis / Huepopnia AME&ng /
Felhasznalhat6sag datuma / Usare entro / Naudokite iki / Brukes for / Stosowa¢ do /
Utilizar em / PouZite do / Usar antes de / Anvand 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 méned) /

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

AAAA-KK-PP / AAAA-KK (KK = kuu |5pp)

VVVV-KK-PP / VVVV-KK (kuukauden loppuun mennesss)

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

J)JJ-MM-TT / JJJJ-MM (MM = Monatsende) /

EEEE-MM-HH / EEEE-MM (MM = té\og Tou urjva) /

EEEE-HH-NN / EEEE-HH (HH = hénap utolsé napja)

AAAA-MM-GG / AAAA-MM (MM = fine mese) /

MMMM-MM-DD / MMMM-MM (MM = ménesio pabaiga)
AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutten av méneden)

RRRR-MM-DD / RRRR-MM (MM = koniec miesigca)

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = fim do més) /

RRRR-MM-DD / RRRR-MM (MM = koniec mesiaca)

aaaa-mm-dd / aaaa-mm (mm = fin del mes) /

AAAA-MM-DD / AAAA-MM (MM = slutet p4 manaden)

Catalog number / Katalogové &islo / Katalognummer / Catalogusnummer / Kataloogi
number / Tuotenumero / Numéro catalogue / Bestellnummer / ApiBudqg katardyou /
Katalégusszam / Numero di catalogo / Katalogo numeris / Numer katalogowy / Nimero
do catélogo / Katalégové ¢islo / Numero de catalogo

Authorized Representative in the European Community / Autorizovany zastupce pro
Evropskou unii / Autoriseret repraesentant i EU / Erkend vertegenwoordiger in de
Europese Unie / Volitatud esindaja Euroopa Noukogus / Valtuutettu edustaja Euroopan
yhteisossé / Représentant agréé pour la C.E.E. / Autorisierte EG-Vertretung /
E&ouaiodompévog avtinpdownog otnv Eupwmnaikr Kovémra / Hivatalos képviselet az
Eurépai Uniéban / Rappresentante autorizzato nella Comunita europea / |galiotasis
atstovas Europos Bendrijoje / Autorisert representant i EU / Autoryzowane
przedstawicielstwo w Unii Europejskiej / Representante autorizado na Unido Europeia /
Autorizovany zastupca v Eurépskom spolocenstve / Representante autorizado en la
Comunidad Europea / Auktoriserad representant i EU

In Vitro Diagnostic Medical Device / Lékaiské zafizeni uréené pro diagnostiku in vitro / In
vitro diagnostisk medicinsk anordning / Medisch hulpmiddel voor in vitro diagnose / In
vitro diagnostika meditsiiniaparatuur / Laakinnéllinen in vitro -diagnostiikkalaite /
Dispositif médical de diagnostic in vitro / Medizinisches In-vitro-Diagnostikum / In vitro
SLayvwOoTIKN laTPIK) ouokewn / In vitro diagnosztikai orvosi eszkéz / Dispositivo medico
diagnostico in vitro. / In vitro diagnostikos prietaisas / In vitro diagnostisk medisinsk
utstyr / Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro / Dispositivo médico para diagnés-
tico in vitro / Medicinska pomécka na diagnostiku in vitro / Dispositivo médico de diag-
nostico in vitro / Medicinsk anordning fér in vitro-diagnostik

Temperature limitation / Teplotni omezeni / Temperaturbegraensning /
Temperatuurlimiet / Temperatuuri piirang / Lampétilarajoitus / Température limite /
Zulassiger Temperaturenbereich / Oplo Beppokpaoiag / Hémérsékleti hatar /
Temperatura limite / Laikymo temperatara / Temperaturbegrensning / Ograniczenie
temperatury / Limitacdo da temperatura / Ohranicenie teploty / Limitacién de
temperatura / Temperaturbegransning

Batch Code (Lot) / Kéd (¢islo) 3arze / Batch kode (Lot) / Chargenummer (lot) / Partii kood /
Erdkoodi (LOT) / Code de lot (Lot) / Chargencode (Chargenbezeichnung) / Kwdikég
naptidag (Maptida) / Tétel szama (Lot) / Codice del lotto (partita) / Partijos numeris (Lot) /
Batch-kode (Serie) / Kod partii (seria) / Cédigo do lote (Lote) / Kod série (3arza) / Codigo
de lote (Lote) / Satskod (parti)

Contains sufficient for <n> tests / Dostate¢né mnozstvi pro <n> test( / Indeholder
tilstreekkeligt til <n> test / Voldoende voor <n> tests / Kullaldane <n> testide jaoks /
Sisaltoon riittdva <n> testeja varten / Contenu suffisant pour <n> tests / Ausreichend fur
<n> Tests / Mepiéxel enapkn} moodmra <n> Eetdoelg / <n> teszthez elegendd /
Contenuto sufficiente per <n> test / Pakankamas kiekis atlikti <n> testy / Innholder
tilstrekkelig for <n> tester / Zawiera ilo$¢ wystarczajacg do <n> testéw / Contémo sufi-
ciente para <n> testes / Obsah vystaci na <n> testov / Contenido suficiente para <n>
pruebas / Réackertill <n> antal tester



Consult Instructions for Use / Prostudujte pokyny k pouZiti / Lees brugsanvisningen /
Raadpleeg gebruiksaanwijzing / Lugeda kasutusjuhendit / Tarkista kdyttéohjeista /
Consulter la notice d’emploi / Gebrauchsanweisung beachten / ZupBouleuteite Tiq
0dnyieg xpriong / Olvassa el a hasznalati utasitast / Consultare le istruzioni per |'uso /
Skaitykite naudojimo instrukcijas / Se i bruksanvisningen / Zobacz instrukcja uzytkowania /
Consulte as instrugdes de utilizagdo / Pozri Pokyny na pouzivanie / Consultar las instruc-
ciones de uso / Se bruksanvisningen

Negative control / Negativni kontrola / Negativ kontrol / Negatieve controle / Negatiivne

kontroll / Negatiivinkontrolli / Contréle négatif / Negative Kontrolle / Apvntikég éAeyxog /
Negativ kontroll / Controllo negativo / Neigiama kontrolé / Negativ kontroll / Kontrola
ujemna / Controlo negativo / Negativna kontrola / Control negativo

conroL] +]  Positive control / Pozitivni kontrola / Positiv kontrol / Positieve controle / Positiivne

kontroll / Positiivinkontrolli / Contréle positif / Positive Kontrolle / BeTikdq €Aeyxog /
Pozitiv kontroll / Controllo positivo / Teigiama kontrolé / Positiv kontroll / Kontrola
dodatnia / Controlo positivo / Pozitivna kontrola / Control positivo

ml Becton, Dickinson and Company

7 Loveton Circle
Sparks, Maryland 21152 USA
800-638-8663

BENEX Limited
Bay K 1a/d, Shannon Industrial Estate

Shannon, County Clare, Ireland
Tel: 353-61-47-29-20

Fax: 353-61-47-25-46

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.

BD and BD Logo are trademarks of Becton, Dickinson and Company. ©2004 BD.



