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KULLANIM AMACI

BD BBL Acridine Orange Reagent Droppers (Akridin Turuncusu Reaktif Damlaliklari) dogrudan smearlarda mikroorganizmalarin
floresan mikroskobik tespiti icin kullanilir.

OZET VE AGIKLAMA

Dislk pH’da tamponlanan bir florokrom boya olan akridin turuncusu,, agik turuncu boyali bakteriler ve soluk yesil ila sari boyali
insan hicreleri ve dokulari arasindaki farkliliklari gosterir.!

Her damlalik bir kesiti boyamak icin yeterli reaktif icerir.

PROSEDUR ILKELERI

Akridin turuncusu, hicreler ve bakterilerin nikleik asitlerine baglanir. UV 15131 altinda gézlendiginde, tek DNA sarmali ve RNA
turuncu floresan 1sik verirken, ¢ift DNA sarmali yesil gorinir. Disitik pH'da (3,5 — 4,0), bakteriler ve mantarlar parlak turuncu
boyanir. Hiicresel madde soluk yesil ila sari boyanir.? Aktive edilmis I6kosit cekirdekleri, artan RNA retimi miktarina baglh olarak
turuncu, sari veya kirmizi boyanabilir. Eritrositler ya renksiz ya da acik yesil géranur.

REAKTIFLER
Acridine Orange Reagent Droppers, 0,5 mL %0,01 [3,6-bis (dimetilamino) akridin hidroklorir] asetat tamponu (0,5 M) ¢ozeltisi igerir.

Uyarilar ve Onlemler:
In vitro Diyagnostik Kullanim igindir.

Bulasici malzemeleri kullanirken ve atarken, uygun laboratuvar uygulamalarini takip edin. Cilde temas ettirmekten kaginin.
Dokulirse su ile iyice durulayin.

Saklama Talimatlari: 15 — 30 °C oda sicakliginda saklayin. Isiktan koruyun.

Uriiniin Bozulmasi: Reaktif, gdzeltiyi son kullanma tarihine kadar kimyasal instabiliteden koruyan bir sisede hava gecirmeyecek
sekilde kapatiimistir. Boyama ¢ozeltisi turuncu ve berrak olmali ve ¢okelti icermemelidir.

PROSEDUR

Saglanan malzemeler: Acridine Orange Reagent Droppers.

Gerekli fakat saglanmamis malzemeler: Bu prosediir igin gerekli olan yardimci kdltir ortamlari, reaktifler, kalite kontrol
organizmalari ve laboratuvar ekipmani.

Test Prosediirii:

1. Cam lam Uzerine boyanacak bir érnek smear hazirlayin ve hava ile kurumaya birakin.

2. Smeari metanolde (%50 — 100) 2 dakika sabitleyin, fazla metanolu yikayarak giderin ve smeari hava ile kurumaya birakin.

3. Reaktif damlahgini dik tutun ve UG KISMINI KENDINIZDEN UZAGA TUTUN. Orta kismini bas ve isaret parmaginizla tutun
ve damlaligin igerisindeki siseyi kirmak icin hafifge sikin. Dikkat: Sigeyi merkezine yakin noktadan yalnizca bir kez kirin.
Plastik delinip ve yaralanmaya neden olabileceginden damlaligi daha fazla sikmayin.

4. Damlaligin alt kismini masanin tzerine birka¢ defa vurun. Ardindan reaktifin uygun sekilde damla damla dagilmasi igin
ters gevirin.

5. Lami 2 dakika boyunca akridin turuncusu boyayla yikayin.
Musluk suyu ile iyice galkalayin ve hava ile kurumaya birakin.

7. Bir floresan mikroskobu kullanarak, smearlari ilk olarak 100X ila 400X buyltme faktoriyle inceleyin, ardindan yag imersiyon
objektifi kullanarak bulgulari 1000X biyitme ile dogrulayin.
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Kullanici Tarafindan Kalite Kontrolii:
1. Boyama cozeltisini bozulma belirtileri agisindan inceleyin (bkz. “Uriiniin Bozulmas!”).
2. Taze Escherichia coli ve Haemophilus influenzae kiilturleri ile boya performansini kontrol edin.

Gerekli kalite kontrolleri ilgili yerel, resmi ve/veya federal diizenlemeler veya akreditasyon gerekliliklerine veya laboratuvarinizin
standart Kalite Kontrol prosedirlerine uygun olarak gerceklestirilmelidir. Kullanicinin, uygun Kalite Kontrol uygulamalari igin ilgili
CLSI yonergelerine ve CLIA dlzenlemelerine uymasi onerilir.

SONUCLAR
Mikroorganizmalar genellikle siyah, agik yesil veya sari arka planda parlak turuncu boyanir.

PROSEDURUN KISITLI OLDUGU ALANLAR

1. Akridin turuncusu, 6rnekte bulunabilecek mikroorganizmalar hakkinda tahminleyici bilgi saglar. Smearlarda gorilen
mikroorganizmalar (yani, toplama cihazlari, kullanilan su, vb.) dis kaynaklardan ortaya ¢ikabildiginden; tim pozitif smearlar
kaltur testiyle dogrulanmalidir.

2. Bu yontemle tespit igin igin en az yaklasik 10* CFU/mL ylk gerekmektedir.3
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3. Akridin turuncusu smearlarda belirli tipte debris floresan 1sik verebilir ve daha yiiksek blyiutmede gdzlendiginde morfoloji
temelinde ayirt edilebilir.

4. Akridin turuncusu boya, gram pozitif ile gram negatif organizmalari birbirinden ayirmaz. Gram boyama dogrudan akridin
turuncusu boyali smear Gzerinde gerceklestirilebilir.

PERFORMANS OZELLIKLERi4

Meseguer ve ark., inklibasyonun ilk 12 — 24 saatinde makroskopik bakteriyel gelisme belirtisi olmayan toplam 1.592 kan kdlturindn
hem akridin turuncusu boya hem de kor alt kiltir kullanilarak islendigi bir ¢calisma ytritmastir. Ytz yirmi bir (%7,6) kan kalturt her
iki yontemle de pozitif sonu¢ vermistir; bunlardan 105’i (%86,8) hem akridin turuncusu boya hem de alt kiiltdr ile, 5’i (%4,1) sadece
alt kaltir ile ve 11’i (%9,1) sadece akridin turuncusu boya ile tespit edilmistir. Akridin turuncusu ile pozitif sonug veren 116 kan kultard
ve alt kultdr ile pozitif sonug veren 110 kan kulttrl arasindaki farkllik istatistiksel agidan 6nemli degildir (p>0,1).
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