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UTILIZAGAO PRETENDIDA

Os BD BBL Acridine Orange Reagent Droppers (Doseadores de reagente laranja de acridina BBL) s&o utilizados para a detecgédo
de microrganismos em esfregacos directos, através de microscopia de fluorescéncia.

RESUMO E EXPLICAGAO

O laranja de acridina, um corante fluorocromo tamponado num pH baixo, diferencia as bactérias coradas com laranja brilhante das
células e tecidos humanos corados de verde claro a amarelo.!

Cada doseador contém reagente suficiente para corar uma lamina.

PRINCIiPIOS DO PROCEDIMENTO

O laranja de acridina liga-se aos &cidos nucleicos de células e bactérias. Quando visualizado sob luz UV, o ADN de cadeia Unica
e o ARN aparecem a laranja, enquanto que o ADN de cadeia dupla aparece a verde. Em pH baixo (3,5 — 4,0), as bactérias e os
fungos coram de laranja brilhante. Os materiais celulares coram de verde-claro a amarelo.2 Os nucleos dos leucécitos activados
podem corar de laranja, amarelo ou vermelho, dependendo do grau de aumento da produgdo de ARN. Os eritrécitos podem néo
ser corados ou aparecer a verde-claro.

REAGENTES

Os Acridine Orange Reagent Droppers contém 0,5 mL de uma solugéo de [3,6-bis (dimetilamino) cloridrato de acridina] a 0,01%
num tampao acetato 0,5 M.

Adverténcias e Precaugoes:

Para diagnéstico in vitro.

Cumprir os procedimentos laboratoriais adequados para manuseamento e eliminacdo de materiais infecciosos. Evitar o contacto
com a pele. Caso ocorram derrames, lavar minuciosamente com agua.

Instrugdes de armazenamento: Armazenar a temperatura ambiente, entre 15 e 30°C. Proteger da luz.

Deterioragao do produto: Este reagente estd hermeticamente selado numa ampola que protege a solugéo da instabilidade
quimica até ao fim do prazo de validade. A solugéo corante deve apresentar uma cor laranja, limpida e sem sinais de precipitagao.

PROCEDIMENTO

Material fornecido: Acridine Orange Reagent Droppers.

Material necessario mas nao fornecido: Meios de cultura auxiliares, reagentes, microrganismos de controlo da qualidade e

equipamento laboratorial, conforme necessario para este procedimento.

Procedimento do teste:

1. Prepare um esfregaco da amostra a ser corada numa lamina de vidro e deixe secar ao ar.

2. Fixe o esfregago com metanol (50 — 100%) durante 2 min, retire o excesso de metanol e deixe o esfregacgo secar ao ar.

3. Segure no doseador do reagente em posicéo vertical e AFASTE A PONTA. Segure na parte central com o polegar e o dedo
indicador e aperte suavemente para partir a ampola no interior do doseador. Cuidado: Parta a ampola proximo da sua
parte média apenas uma vez. Nao manipule mais o doseador, uma vez que o plastico podera ser perfurado e podem
ocorrer lesoes.

4. Bata algumas vezes com o fundo do doseador sobre o topo da mesa. Em seguida, inverta-o para uma distribuigdo comoda do
reagente, gota a gota.

5. Cubra a ldmina com laranja de acridina durante 2 min.

Lave minuciosamente com agua da torneira e deixe secar ao ar.

7. Utilizando um microscépio de fluorescéncia, examine os esfregagos, inicialmente com uma ampliagdo de 100X a 400X e depois
com 1000X, utilizando uma objectiva de imerséo em o6leo.

o

Controlo de qualidade pelo utilizador:
1. Examine a solugéo corante, verificando se existem sinais de deterioracédo (Consulte “Deterioracdo do produto”).
2. \Verifigue o desempenho do corante com culturas novas de Escherichia coli e Haemophilus influenzae.

Os requisitos do controlo de qualidade devem ser efectuados de acordo com os regulamentos ou requisitos de acreditagéo
europeus e/ou nacionais aplicaveis e com os procedimentos padrédo de controlo de qualidade do seu laboratério. E recomendado
que o utilizador consulte as normas do CLSI e os regulamentos da CLIA que dizem respeito a este assunto, para obter orientagbes
sobre praticas de controlo de qualidade apropriadas.

RESULTADOS
Os microrganismos normalmente coram de laranja brilhante sobre um fundo preto, verde-claro ou amarelo.



LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

1. O laranja de acridina fornece informagdes presuntivas sobre microrganismos que possam estar presentes na amostra. Uma
vez que os microrganismos observados em esfregagos podem ser provenientes de fontes externas (p. ex., dispositivos de
colheita, agua utilizada, laminas, etc.), todos os esfregagos positivos devem ser confirmados por cultura.

2. Para que os microrganismos sejam detectados com este método, é necessario um minimo de 104 UFC/mL.3

3. Alguns tipos de detritos podem exibir fluorescéncia em esfregagos de laranja de acridina, podendo ser distinguidos com base
na morfologia, quando visualizados numa ampliagédo superior.

4. Acoloragdo com laranja de acridina ndo distingue entre microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. A coloragdo Gram
pode ser efectuada directamente sobre o esfregago corado com laranja de acridina.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO*

Meseguer et al. realizaram um estudo em que um total de 1592 hemoculturas sem sinas macroscopicos de crescimento bacteriano
nas primeiras 12 a 24 h de incubacgéo foram processadas utilizando o corante laranja de acridina e repicagem oculta. Cento e vinte
e nove (7,6%) hemoculturas foram positivas em um dos métodos; destas, 105 (86,8%) foram detectadas pelo corante laranja de
acridina e pela repicagem, 5 (4,1%) foram detectadas apenas pela repicagem e 11 (9,1%) foram detectadas apenas pelo corante
de laranja de acridina. A diferenca entre as 116 culturas de sangue positivas com o laranja de acridina e as 110 culturas de sangue
positivas com a repicagem nao foi estatisticamente significativa (p > 0,1).

APRESENTAGCAO

No. de cat. Descrigao
261182 BD BBL Acridine Orange Reagent droppers, 50
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