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Do wykrywania drobnoustrojów w rozmazach 
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PRZEZNACZENIE
Barwnik oranż akrydyny jest zalecany do stosowania w wykrywaniu drobnoustrojów w rozmazach bezpośrednich próbek 
pochodzenia klinicznego i nieklinicznego z zastosowaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Jest on szczególnie przydatny w szybkich 
testach przesiewowych fizjologicznie sterylnych próbek, takich jak płyn mózgowo-rdzeniowy, w których może występować niewiele 
drobnoustrojów, oraz w szybkim badaniu rozmazów krwi lub rozmazów zawierających materiał białkowy, w przypadku których 
odróżnienie drobnoustrojów od materiału tła może być trudniejsze.

STRESZCZENIE I OBJAŚNIENIE
Fluorochromatyczne barwienie drobnoustrojów przy użyciu oranżu akrydyny zostało po raz pierwszy opisane przez Struggera 
i Hilbricha w roku 1942. Od tego czasu jest ono powszechnie wykorzystywane w badaniach gleby i wody pod kątem występowania 
drobnoustrojów. W roku 1975 Jones i Simon dokonali oceny metod epifluorescencyjnych stosowanych do bezpośredniego liczenia 
bakterii wodnych i ustalili, że przy użyciu oranżu akrydyny uzyskano najlepszy szacunek liczebności bakterii w próbkach wody 
z jeziora, rzeki oraz wody morskiej.1 Metodologia bezpośredniego liczenia z wykorzystaniem oranżu akrydyny (AODC, ang. 
acridine orange direct count) znalazła zastosowanie w liczeniu bakterii w składowiskach odpadów.2,3 Heidelberg i in. zastosowali 
AODC w badaniu sezonowych zmian liczebności bakterii morskich i ustalili, że barwienie oranżem akrydyny dało lepsze wyniki niż 
procedury bezpośredniego liczenia z wykorzystaniem oligonukleotydów fluorescencyjnych (FODC, ang. fluorescent oligonucleotide 
direct counting).4 Technika bezpośredniej epifluorescencji (DEFT, ang. direct epifluoresent filter technique) z wykorzystaniem oranżu 
akrydyny stanowi jedną z metod badania mikrobiologicznego żywności i wody.5,6,7,8

Oranż akrydyny znalazł również zastosowanie kliniczne, a jego użycie do barwienia bakterii w hodowlach krwi zyskało szeroką 
akceptację. W roku 1980 McCarthy i Senne porównali barwienie oranżem akrydyny z metodą ślepych hodowli pochodnych 
w wykrywaniu dodatnich hodowli krwi.9 Wyniki ich pracy wykazały, że barwienie oranżem akrydyny jest szybką, niedrogą 
alternatywą metody ślepych hodowli pochodnych. Stwierdzili oni również, że barwienie oranżem akrydyny wydawało się być 
bardziej czułe niż barwienie metodą Grama w wykrywaniu drobnoustrojów i umożliwiało wykrycie bakterii w stężeniach ok. 1 x 
104 CFU (jednostek tworzących kolonie, ang. colony-forming units)/mL. Lauer, Reller i Mirret porównali barwienie oranżem akrydyny 
z barwieniem metodą Grama w wykrywaniu drobnoustrojów w płynie mózgowo-rdzeniowym i innych próbkach pochodzenia 
klinicznego.10 Uzyskane przez nich wyniki były zgodne z wynikami, które otrzymali McCarthy i Senne, i wykazały, że barwienie 
oranżem akrydyny jest prostą i szybką metodą barwienia o większej czułości wykrywania drobnoustrojów w próbkach pochodzenia 
klinicznego niż barwienie metodą Grama. 
Oranż akrydyny był również stosowany w wykrywaniu Trichomonas vaginalis w wymazach z pochwy,11 diagnostyce malarii12,13 
i mykoplazmozy.14

ZASADY PROCEDURY
Oranż akrydyny to fluorochromatyczny barwnik, który wiąże się z kwasami nukleinowymi bakterii i innych komórek.15 W świetle UV 
oranż akrydyny barwi RNA i jednoniciowy DNA na pomarańczowo, a dwuniciowy DNA na zielono.
Oranż akrydyny buforowany przy pH 3,5–4,0 umożliwia barwienie różnicowe mikroorganizmów na tle pozostałego materiału 
komórkowego. Bakterie i grzyby wybarwiają się jednorodnie na kolor jasnopomarańczowy, zaś ludzkie komórki nabłonka i komórki 
zapalne, a także zanieczyszczenia tła wybarwiają się na kolor od zielonego do żółtego. Jądra aktywowanych leukocytów wybarwiają 
się na kolor żółty, pomarańczowy lub czerwony w związku z wynikającą z aktywacji zwiększoną produkcją RNA. Erytrocyty albo nie 
wybarwiają się w ogóle, albo zyskują kolor jasnozielony.
Dzięki tej właściwości barwienia różnicowego można dokonywać szybkiego badania przesiewowego barwionych oranżem akrydyny 
rozmazów próbek pochodzenia klinicznego z zastosowaniem mikroskopii fluorescencyjnej przy powiększeniu 100–400x. W badaniu 
tym fluoryzujące na kolor jasnopomarańczowy drobnoustroje odróżniają się od czarnego lub jasnozielonego do żółtego tła.

ODCZYNNIKI
BD BBL Acridine Orange Stain
(Barwnik oranż akrydyny)
Przybliżony skład*
Oranż akrydyny	 0,1 g
Bufor octanowy, 0,5 M	 1 000 mL
*Skorygowany i/lub uzupełniony zgodnie z wymaganiami, których celem jest spełnienie kryteriów wydajności.

Ostrzeżenia i środki ostrożności: Do stosowania w diagnostyce in vitro.
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Należy przestrzegać odpowiednich, ustalonych procedur laboratoryjnych dotyczących obchodzenia się z materiałami zakaźnymi 
oraz ich utylizacji.

BD BBL Acridine Orange Stain (Barwnik oranż akrydyny):

OWAGA

H315+H320 Wywołuje podrażnienie skóry i oczu. H335 Może powodować podrażnienie dróg oddechowych. 

P261 Unikać wdychania pyłu/dymu/gazu/mgły/par/rozpylonej cieczy. P280 Stosować rękawice ochronne/odzież ochronną/ochronę 
oczu/ochronę twarzy. P264 Dokładnie umyć po użyciu. P271 Stosować wyłącznie na zewnątrz lub w dobrze wentylowanym 
pomieszczeniu P305+P351+P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIĘ DO OCZU: Ostrożnie płukać wodą przez kilka minut. Wyjąć 
soczewki kontaktowe, jeżeli są i można je łatwo usunąć. Nadal płukać. P321 Zastosować określone leczenie (patrz na etykiecie). 
P304+P340 W PRZYPADKU DOSTANIA SIĘ DO DRÓG ODDECHOWYCH: wyprowadzić lub wynieść poszkodowanego na 
świeże powietrze i zapewnić mu warunki do swobodnego oddychania. P312 W przypadku złego samopoczucia skontaktować się z 
OŚRODKIEM ZATRUĆ lub z lekarzem. P332+P313 W przypadku wystąpienia podrażnienia skóry: Zasięgnąć porady/zgłosić się pod 
opiekę lekarza. P337+P313 W przypadku utrzymywania się działania drażniącego na oczy: Zasięgnąć porady/zgłosić się pod opiekę 
lekarza. P302+P352 W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKÓRĄ: Umyć dużą ilością wody z mydłem. P362+P364 Zanieczyszczoną 
odzież zdjąć i wyprać przed ponownym użyciem. P405 Przechowywać pod zamknięciem. P403+P233 Przechowywać w dobrze 
wentylowanym miejscu. Przechowywać pojemnik szczelnie zamknięty. P501 Zawartość/pojemnik usuwać zgodnie z lokalnymi/
regionalnymi/krajowymi/międzynarodowymi przepisami. 
Przechowywanie: Przechowywać w temperaturze 15–30 °C. Data ważności dotyczy produktu w nienaruszonym pojemniku, 
przechowywanego zgodnie z instrukcją.
Pogorszenie jakości produktu: Nie używać, jeśli widoczne są oznaki wytrącenia osadu lub roztwór wykazuje inne objawy 
wskazujące na pogorszenie jakości.

POBIERANIE PRÓBEK I POSTĘPOWANIE Z NIMI
Próbki należy pobrać do jałowych pojemników lub jałowymi wymazówkami i natychmiast dostarczyć do laboratorium zgodnie 
z zaleceniami.16

PROCEDURA
Dostarczane materiały: Barwnik oranż akrydyny.
Materiały wymagane, ale niedostarczane: Mikroskop fluorescencyjny odpowiedni do użytku z oranżem akrydyny, szklane szkiełka 
mikroskopowe i metanol.

Przygotowanie, barwienie i badanie rozmazów
1.	 Na czystym szkiełku podstawowym przygotować rozmaz materiału, który ma być barwiony.
2.	 Pozostawić do wyschnięcia na powietrzu.
3.	 Utrwalać rozmaz 50% lub 100% metanolem przez 1–2 min.
4.	 Odsączyć nadmiar metanolu i pozostawić rozmaz do wyschnięcia.
5.	 Zalać szkiełko oranżem akrydyny na 2 min.
6.	 Dokładnie przepłukać wodą wodociągową i pozostawić do wyschnięcia.
7.	 Rozmazy można wstępnie zbadać pod mikroskopem fluorescencyjnym przy powiększeniu 100–400x. Uzyskane wyniki należy 

potwierdzić przy powiększeniu 1000x z obiektywem zanurzonym w olejku immersyjnym.

KONTROLA JAKOŚCI PRZEZ UŻYTKOWNIKA
1.	 Sprawdzić barwę i przejrzystość roztworu barwiącego oranżu akrydyny. Roztwór powinien być przejrzysty, o pomarańczowej 

barwie, niewykazujący oznak wytrącenia osadu.
2.	 Ustalić odczyn pH roztworu. Powinien on wynosić 3,5–4,0.
3.	 Sprawdzić wydajność barwnika, używając 4–6-godzinnych hodowli wskazanych poniżej drobnoustrojów prowadzonych 

w bulionie tryptozowo-sojowym z 5% krwią baranią. Wykonać rozmazy, używając jednej hodowli na szkiełko, i postępować 
zgodnie z opisem w części „Przygotowanie, barwienie i badanie rozmazów”.

Drobnoustroje Bakterie Tło
Escherichia coli ATCC 25922 Jasnopomarańczowe Jasnozielone erytrocyty i żółte, żółtozielone lub pomarańczowe 

leukocyty w ciemnym polu.

Enterococcus faecalis ATCC 33186 Jasnopomarańczowe Może być widoczne zabarwienie zanieczyszczeń na zielono, 
żółto, pomarańczowo lub czerwono.

OGRANICZENIA PROCEDURY
Barwienie oranżem akrydyny pozwala uzyskać wstępne informacje na temat obecności i identyfikacji drobnoustrojów mogących 
znajdować się w próbce. Jako że widoczne w rozmazach drobnoustroje, także nieżywotne, mogą pochodzić ze źródeł 
zewnętrznych, np. przyrządów do pobierania próbki, szkiełek lub wody użytej do płukania, wynik wszystkich dodatnich rozmazów 
należy potwierdzić, wykonując hodowle.
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Liczba drobnoustrojów musi wynosić ok. 104 CFU/mL, aby możliwe było ich wykrycie tą metodą.
Oranż akrydyny nie pozwala na rozróżnienie bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Wynik reakcji Grama można stwierdzić, 
dokonując barwienia metodą Grama bezpośrednio na oranżu akrydyny po usunięciu olejku immersyjnego.
Jądra lub ziarnistości pochodzące z aktywowanych leukocytów, które uległy degradacji, mogą przy mniejszych powiększeniach 
(np. 100–400x) przypominać ziarniaki. Można je odróżnić od drobnoustrojów na podstawie morfologii przy większych 
powiększeniach, np. 1000x.
Niektóre rodzaje zanieczyszczeń mogą wykazywać fluorescencję w rozmazach barwionych oranżem akrydyny. Zanieczyszczenia te 
można odróżnić od drobnoustrojów na podstawie morfologii przy większych powiększeniach.

OCZEKIWANE WYNIKI I CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOŚCIOWA
Bakterie i grzyby wybarwiają się na kolor jasnopomarańczowy. Tło ma kolor od czarnego do żółtozielonego. Ludzkie komórki 
nabłonka i komórki zapalne, a także zanieczyszczenia pochodzące z tkanek wybarwiają się na kolor od jasnozielonego do żółtego. 
Aktywowane leukocyty wybarwiają się na kolor żółty, pomarańczowy lub czerwony w zależności od poziomu aktywacji i ilości 
produkowanego RNA, natomiast erytrocyty albo nie wybarwiają się w ogóle, albo zyskują kolor jasnozielony.
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