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TILSIGTET BRUG
BD BBL Acridine Orange Reagent Droppers anvendes til fluorescerende mikroskopisk pavisning af mikroorganismer i direkte
udstrygninger.
RESUME OG FORKLARING

Acridin orange, en fluorokrom bufferfarve ved et lavt pH, differentierer mellem kraftigt orangefarvede bakterier og svagt grgnne til
gulfarvede humane celler og veev.!

Hver pipette indeholder tilstreekkelig reagens til at farve ét objektglas.

PROCEDURENS PRINCIPPER

Acridin orange bindes til nucleinsyrer i celler og bakterier. Nar de ses under UV lys, fluorescerer enkeltstrenget DNA og RNA orange,
mens dobbeltstrenget DNA er grgnt. Ved lavt pH (3,5 — 4,0) farves bakterier og fungi staerkt orange. Celluleere stoffer farves svagt
grenne til gule.2 Aktiverede leukocytters nuclei kan farves orange, gule eller rade, afhaengigt af graden af forhgjet RNA produktion.
Erythrocytter er enten ufarvede eller svagt grgnne.

REAGENSER

Acridin orange reagenspipetter indeholder 0,5 mL af en 0,01 % oplgsning af [3,6-bis (dimethylamino) acridinhydrochlorid] i en 0,5 M
acetatbuffer.

Advarsler og forholdsregler:
Til in vitro diagnostik.

Folg etablerede laboratorieprocedurer angaende handtering og kassering af smittefarlige materialer. Undga hudkontakt. Skyl
grundigt med vand, hvis der spildes.

Opbevaringsinstruktioner: Skal opbevares ved stuetemperatur 15 — 30 °C. Beskyttes mod lys.

Produktnedbrydning: Dette reagens er hermetisk forseglet i en ampul, som beskytter oplgsningen fra kemisk ustabilitet indtil
udlgbsdatoen. Farveoplgsningen bgr veere orange, klar og uden tegn pa udfaeldning.

PROCEDURE

Vedlagt materiale: Acridine Orange Reagent Droppers.

Ngdvendige materialer, der ikke er vedlagt: Hjaelpekulturmedier, reagenser, kvalitetskontrolorganismer og laboratorieudstyr som
pakreevet til denne procedure.

Testprocedure:
1. Preeparer en udstrygning af praven, der skal farves, pa et objektglas og lad det lufttarre.
2. Fiksér udstrygningen i methanol (50 — 100 %) i 2 min, lad det overskydende methanol dryppe af, og lad udstrygningen lufttarre.

3. Hold pipetten opret og VEND SPIDSEN VAK FRA DIG SELV. Tag fat i midten med tommel- og pegefinger og klem forsigtigt
for at braekke ampullen inde i pipetten over. Forsigtig: Braek ampullen over midtpd én gang. Pipetten bar ikke handteres
mere, da plastikket kan punktere, og der kan opsta personskade.

Bank bunden af pipetten let mod en bordplade et par gange. Vend den herefter om for en let, drabevis dispensering.
Meet objektglasset med acridin orange i 2 min.
Skyl grundigt med vand fra hanen og lad det luftterre.

Brug et fluorescens mikroskop til an undersgge udstrygningerne indledningsvis 100X til 400X, og bekraeft derefter fundene ved
brug af et 1000X olieimmersionsobjektiv.

Brugerkvalitetskontrol:

1. Undersgg farveoplgsningen for tegn pa nedbrydning (se “Produktnedbrydning”).

2. Kontrollér farvningen med friske kulturer af Escherichia coli og Haemophilus influenzae.

Krav til kvalitetskontrol skal udfgres i overensstemmelse med lokale og nationale regulativer eller akkrediteringskrav og brugerens
laboratoriums standard kvalitetskontrolprocedurer. Det anbefales, at brugeren henviser til CLSI og CLIA regulativer med henblik pa
vejledning om relevant praksis for kvalitetskontrol.

RESULTATER

Mikroorganismer farves normalt klart orange pa en sort, lysegren eller gul baggrund.

PROCEDURENS BEGRZANSNINGER

1. Acridin orange kan give tentative oplysninger om de mikroorganismer, som muligvis forekommer i prgven. Fordi de
mikroorganismer, der ses i udstrygninger kan vaere kommet fra eksterne kilder (dvs. prgvetagningsinstrumenter, anvendt vand,
objektglas, osv.), ber alle positive udstrygninger bekreeftes ved dyrkning.

2. Der kraeves minimalt ca. 104 CFU/mL til detektion med denne metode.3
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3. Visse typer debris kan fluorescere i acridin orange udstrygninger og kan kendes pa basis af morfologi, nar de ses ved
stor forstarrelse.

4. Acridin orange farvning skelner ikke mellem Gram-positive og Gram-negative organismer. Gramfarvning kan udferes direkte
over den acridin orange farvede udstrygning.
FUNKTIONSDATA#4

Meseguer et al. foretog en undersagelse, hvor i alt 1592 blodkulturer, uden makroskopiske tegn pa bakterievaekst i de farste

12 — 24 h af inkubation, blev behandlet med bade acridin orange farvning og blind kontroludsaning. 121 (7,6 %) blodkulturer var
positive med begge metoder. Af disse, blev 105 (86,8 %) pavist af bade acridin orange farvning og kontroludsaning, 5 (4,1 %) ved
kontroludsaning alene, og 11 (9,1 %) ved acridin orange farvning alene. Forskellen mellem de 116 positive blodkulturer med acridin
orange og de 110 positive blodkulturer med kontroludsaning var ikke statistisk signifikant (p>0,1).
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