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Polski
Nr. kat.
BD BBL Acridine Orange Stain Do wykrywania drobnoustrojéw w rozmazach 1 x 250 mL 212536
(Barwnik oranz akrydyny) bezposrednich metodg barwienia fluorescencyjnego. 4 x 250 mL 212537

PRZEZNACZENIE

Barwnik oranz akrydyny jest zalecany do stosowania w wykrywaniu drobnoustrojéw w rozmazach bezposrednich probek
pochodzenia klinicznego i nieklinicznego z zastosowaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Jest on szczegdlnie przydatny w szybkich
testach przesiewowych fizjologicznie sterylnych prébek, takich jak ptyn mézgowo-rdzeniowy, w ktérych moze wystepowacé niewiele
drobnoustrojéw, oraz w szybkim badaniu rozmazéw krwi lub rozmazéw zawierajgcych materiat biatkowy, w przypadku ktorych
odroznienie drobnoustrojow od materiatu tta moze by¢ trudniejsze.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

Fluorochromatyczne barwienie drobnoustrojéow przy uzyciu oranzu akrydyny zostato po raz pierwszy opisane przez Struggera

i Hilbricha w roku 1942. Od tego czasu jest ono powszechnie wykorzystywane w badaniach gleby i wody pod katem wystepowania
drobnoustrojow. W roku 1975 Jones i Simon dokonali oceny metod epifluorescencyjnych stosowanych do bezposredniego liczenia
bakterii wodnych i ustalili, ze przy uzyciu oranzu akrydyny uzyskano najlepszy szacunek liczebnosci bakterii w probkach wody

z jeziora, rzeki oraz wody morskiej.! Metodologia bezposredniego liczenia z wykorzystaniem oranzu akrydyny (AODC, ang.
acridine orange direct count) znalazta zastosowanie w liczeniu bakterii w sktadowiskach odpadéw.2:3 Heidelberg i in. zastosowali
AODC w badaniu sezonowych zmian liczebnosci bakterii morskich i ustalili, ze barwienie oranzem akrydyny dato lepsze wyniki niz
procedury bezposredniego liczenia z wykorzystaniem oligonukleotydéw fluorescencyjnych (FODC, ang. fluorescent oligonucleotide
direct counting).4 Technika bezposredniej epifluorescencji (DEFT, ang. direct epifluoresent filter technique) z wykorzystaniem oranzu
akrydyny stanowi jedng z metod badania mikrobiologicznego zywnosci i wody.5.6.7.8

Oranz akrydyny znalazt rowniez zastosowanie kliniczne, a jego uzycie do barwienia bakterii w hodowlach krwi zyskato szerokg
akceptacje. W roku 1980 McCarthy i Senne poréwnali barwienie oranzem akrydyny z metodg $lepych hodowli pochodnych

w wykrywaniu dodatnich hodowli krwi.® Wyniki ich pracy wykazaty, Zze barwienie oranzem akrydyny jest szybkg, niedrogg
alternatywa metody $lepych hodowli pochodnych. Stwierdzili oni rowniez, ze barwienie oranzem akrydyny wydawato sig¢ by¢
bardziej czute niz barwienie metodg Grama w wykrywaniu drobnoustrojéw i umozliwiato wykrycie bakterii w stezeniach ok. 1 x

104 CFU (jednostek tworzagcych kolonie, ang. colony-forming units)/mL. Lauer, Reller i Mirret poréwnali barwienie oranzem akrydyny
z barwieniem metodg Grama w wykrywaniu drobnoustrojow w ptynie mézgowo-rdzeniowym i innych prébkach pochodzenia
klinicznego.10 Uzyskane przez nich wyniki byty zgodne z wynikami, ktore otrzymali McCarthy i Senne, i wykazaty, ze barwienie
oranzem akrydyny jest prosta i szybkg metodg barwienia o wiekszej czutosci wykrywania drobnoustrojéw w prébkach pochodzenia
klinicznego niz barwienie metodg Grama.

Oranz akrydyny byt rowniez stosowany w wykrywaniu Trichomonas vaginalis w wymazach z pochwy, ! diagnostyce malarii2.13

i mykoplazmozy.14

ZASADY PROCEDURY

Oranz akrydyny to fluorochromatyczny barwnik, ktéry wigze sie z kwasami nukleinowymi bakterii i innych komérek.15 W $wietle UV
oranz akrydyny barwi RNA i jednoniciowy DNA na pomaranczowo, a dwuniciowy DNA na zielono.

Oranz akrydyny buforowany przy pH 3,5-4,0 umozliwia barwienie réznicowe mikroorganizméw na tle pozostatego materiatu
komérkowego. Bakterie i grzyby wybarwiajg sie jednorodnie na kolor jasnopomaranczowy, za$ ludzkie komorki nabtonka i komorki
zapalne, a takze zanieczyszczenia tta wybarwiajg sie na kolor od zielonego do zéttego. Jgdra aktywowanych leukocytéw wybarwiajg
sie na kolor z6tty, pomaranczowy lub czerwony w zwigzku z wynikajgcg z aktywacji zwiekszong produkcjg RNA. Erytrocyty albo nie
wybarwiajg sie w ogole, albo zyskujag kolor jasnozielony.

Dzieki tej wtasciwosci barwienia roznicowego mozna dokonywac szybkiego badania przesiewowego barwionych oranzem akrydyny
rozmazoéw probek pochodzenia klinicznego z zastosowaniem mikroskopii fluorescencyjnej przy powiekszeniu 100-400x. W badaniu
tym fluoryzujgce na kolor jasnopomaranczowy drobnoustroje odrézniajg sie od czarnego lub jasnozielonego do zéitego tta.

ODCZYNNIKI

BD BBL Acridine Orange Stain

(Barwnik oranz akrydyny)

Przyblizony sktad*

Oranz akrydyny 0,1g

Bufor octanowy, 0,5 M 1 000 mL

*Skorygowany i/lub uzupetniony zgodnie z wymaganiami, ktorych celem jest spetnienie kryteriow wydajnosci.

Ostrzezenia i srodki ostroznosci: Do stosowania w diagnostyce in vitro.
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Nalezy przestrzega¢ odpowiednich, ustalonych procedur laboratoryjnych dotyczacych obchodzenia sie z materiatami zakaznymi
oraz ich utylizacji.

BD BBL Acridine Orange Stain (Barwnik oranz akrydyny):
OWAGA

H315+H320 Wywotuje podraznienie skory i oczu. H335 Moze powodowac¢ podraznienie drog oddechowych.

P261 Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy. P280 Stosowac¢ rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrone
oczu/ochrone twarzy. P264 Doktadnie umy¢ po uzyciu. P271 Stosowac wytacznie na zewnatrz lub w dobrze wentylowanym
pomieszczeniu P305+P351+P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyjaé
soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usunac¢. Nadal ptuka¢. P321 Zastosowac okreslone leczenie (patrz na etykiecie).
P304+P340 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG ODDECHOWYCH: wyprowadzi¢ lub wynies¢ poszkodowanego na

Swieze powietrze i zapewni¢ mu warunki do swobodnego oddychania. P312 W przypadku ztego samopoczucia skontaktowac sie z
OSRODKIEM ZATRUC lub z lekarzem. P332+P313 W przypadku wystgpienia podraznienia skory: Zasiegnaé porady/zgtosié sie pod
opieke lekarza. P337+P313 W przypadku utrzymywania sie dziatania draznigcego na oczy: Zasiegng¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke
lekarza. P302+P352 W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA: Umy¢ duzg iloécig wody z mydtem. P362+P364 Zanieczyszczong
odziez zdjgc¢ i wyprac przed ponownym uzyciem. P405 Przechowywaé pod zamknigciem. P403+P233 Przechowywac w dobrze
wentylowanym miejscu. Przechowywaé pojemnik szczelnie zamkniety. P501 Zawarto$é/pojemnik usuwac zgodnie z lokalnymi/
regionalnymi/krajowymi/miedzynarodowymi przepisami.

Przechowywanie: Przechowywa¢ w temperaturze 15-30 °C. Data waznosci dotyczy produktu w nienaruszonym pojemniku,
przechowywanego zgodnie z instrukcja.

Pogorszenie jakosci produktu: Nie uzywaé, jesli widoczne sg oznaki wytrgcenia osadu lub roztwér wykazuje inne objawy
wskazujgce na pogorszenie jakosci.

POBIERANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

Probki nalezy pobraé do jatowych pojemnikow lub jatowymi wymazéwkami i natychmiast dostarczy¢ do laboratorium zgodnie
z zaleceniami.1®

PROCEDURA

Dostarczane materiaty: Barwnik oranz akrydyny.

Materiaty wymagane, ale niedostarczane: Mikroskop fluorescencyjny odpowiedni do uzytku z oranzem akrydyny, szklane szkietka
mikroskopowe i metanol.

Przygotowanie, barwienie i badanie rozmazow

1. Na czystym szkietku podstawowym przygotowac rozmaz materiatu, ktéry ma by¢ barwiony.

2. Pozostawi¢ do wyschnigecia na powietrzu.

3. Utrwala¢ rozmaz 50% lub 100% metanolem przez 1-2 min.

4. Odsaczy¢ nadmiar metanolu i pozostawi¢ rozmaz do wyschniecia.

5. Zala¢ szkietko oranzem akrydyny na 2 min.

6. Dokfadnie przeptuka¢ wodg wodociggowsg i pozostawi¢ do wyschniecia.
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Rozmazy mozna wstepnie zbadaé pod mikroskopem fluorescencyjnym przy powiekszeniu 100—400x. Uzyskane wyniki nalezy
potwierdzi¢ przy powiekszeniu 1000x z obiektywem zanurzonym w olejku immersyjnym.

KONTROLA JAKOSCI PRZEZ UZYTKOWNIKA

1. Sprawdzi¢ barwe i przejrzystosé roztworu barwigcego oranzu akrydyny. Roztwér powinien by¢ przejrzysty, o pomaranczowej
barwie, niewykazujgcy oznak wytragcenia osadu.

2. Ustali¢ odczyn pH roztworu. Powinien on wynosi¢ 3,5-4,0.

3. Sprawdzi¢ wydajnos¢ barwnika, uzywajgc 4—6-godzinnych hodowli wskazanych ponizej drobnoustrojéw prowadzonych
w bulionie tryptozowo-sojowym z 5% krwig baranig. Wykona¢ rozmazy, uzywajac jednej hodowli na szkietko, i postgpowac
zgodnie z opisem w czesci ,Przygotowanie, barwienie i badanie rozmazow”.

Drobnoustroje Bakterie Tio

Escherichia coli ATCC 25922 Jasnopomaranczowe Jasnozielone erytrocyty i zotte, zéttozielone lub pomaranczowe
leukocyty w ciemnym polu.

Enterococcus faecalis ATCC 33186 Jasnopomaranczowe Moze by¢ widoczne zabarwienie zanieczyszczen na zielono,
z6tto, pomaranczowo lub czerwono.

OGRANICZENIA PROCEDURY

Barwienie oranzem akrydyny pozwala uzyskac wstepne informacje na temat obecnosci i identyfikacji drobnoustrojow mogacych
znajdowac sie w probce. Jako ze widoczne w rozmazach drobnoustroje, takze niezywotne, moga pochodzi¢ ze zrédet
zewnetrznych, np. przyrzadow do pobierania probki, szkietek lub wody uzytej do ptukania, wynik wszystkich dodatnich rozmazéw
nalezy potwierdzi¢, wykonujgc hodowle.



Liczba drobnoustrojow musi wynosi¢ ok. 104 CFU/mL, aby mozliwe byto ich wykrycie tg metoda.

Oranz akrydyny nie pozwala na rozréznienie bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Wynik reakcji Grama mozna stwierdzi¢,
dokonujgc barwienia metodg Grama bezposrednio na oranzu akrydyny po usunieciu olejku immersyjnego.

Jadra lub ziarnistosci pochodzace z aktywowanych leukocytéw, ktére ulegty degradacji, moga przy mniejszych powiekszeniach

(np. 100-400x) przypominac ziarniaki. Mozna je odrézni¢ od drobnoustrojéw na podstawie morfologii przy wigkszych
powiekszeniach, np. 1000x.

Niektore rodzaje zanieczyszczen moga wykazywac fluorescencje w rozmazach barwionych oranzem akrydyny. Zanieczyszczenia te
mozna odrézni¢ od drobnoustrojéow na podstawie morfologii przy wiekszych powigkszeniach.

OCZEKIWANE WYNIKI | CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Bakterie i grzyby wybarwiaja sie na kolor jasnopomaranczowy. Tto ma kolor od czarnego do z6ttozielonego. Ludzkie komorki
nabtonka i komorki zapalne, a takze zanieczyszczenia pochodzgce z tkanek wybarwiajg sie na kolor od jasnozielonego do zdttego.
Aktywowane leukocyty wybarwiajg sie na kolor zétty, pomaranczowy lub czerwony w zaleznosci od poziomu aktywaciji i ilosci
produkowanego RNA, natomiast erytrocyty albo nie wybarwiajg sie w ogole, albo zyskujg kolor jasnozielony.
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Dziat Obstugi Technicznej: nalezy skontaktowa¢ sie z lokalnym przedstawicielem BD lub odwiedzi¢ strone www.bd.com.
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