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BD BBL Acridine Orange Stain Til påvisning af mikroorganismer i direkte udstrygninger  

med den fluorescerende farvningsteknik.
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212537

TILSIGTET ANVENDELSE
BD BBL Acridine Orange Stain anbefales til brug til den fluorescensmikroskopiske påvisning af mikroorganismer i direkte 
udstrygninger klargjort af kliniske og ikke-kliniske materialer. Den er specielt nyttig ved den hurtige screening af normalt sterile 
prøver såsom cerebrospinalvæske, hvor få organismer kan være til stede, samt i den hurtige undersøgelse af blodudstrygninger 
eller udstrygninger, der indeholder proteinholdigt materiale, hvor det kan være vanskeligt at skelne organismer fra 
baggrundsmaterialet.

OVERSIGT OG FORKLARING
Fluorkromatisk farvning af mikroorganismer vha. acridinorange blev første gang beskrevet af Strugger og Hilbrich i 1942. Siden 
er det blevet almindeligt til brug ved undersøgelse af jord og vand for mikrobielt indhold. I 1975 evaluerede Jones og Simon 
de epifluorescerende metoder, der anvendtes i direkte tællinger af vandbakterier, og fastslog, at acridinorange gav det bedste 
estimat af bakteriepopulationen i prøver fra søer, floder og havvand.1 Direkte tælling med acridinorange (AODC) er blevet brugt 
i optællingen af bakterier fra lossepladser.2,3 Heidelberg et al. brugte AODC i en undersøgelse af årstidsbestemte ændringer i 
populationer af havbakterier og konkluderede, at acridinorangefarvning viste sig gunstig i sammenligning med direkte tælling med 
fluorescerende oligonukleotid (FODC).4 Direkte epifluorescerende filterteknik (DEFT) med acridinorange er specificeret i metoder, 
der anvendes til mikrobielle undersøgelser af fødevarer og vand.5,6,7,8

Acridinorange er også blevet brugt klinisk, og dets anvendelse til fremhævelse af bakterier i bloddyrkninger er blevet almindeligt 
accepteret. I 1980 sammenlignede McCarthy og Senne acridinorangefarvning med blinde subkulturer til påvisning af positive blodkulturer.9 
Deres resultater viste, at acridinorangefarvning er et hurtigt og billigt alternativ til blinde subkulturer. De rapporterede endvidere, at 
acridinorangefarvning lader til at være mere følsom end Gram-farvning ved påvisning af mikroorganismer og er i stand til at påvise 
bakterier i koncentrationer af ca. 1 x 104 CFU/mL (kolonidannende enheder/mL). Lauer, Reller og Mirret sammenlignede acridinorange 
med Gram-farvning ved påvisning af mikroorganismer i cerebrospinalvæske og andre kliniske materialer.10 Deres resultater stemte 
overens med McCarthy og Sennes rapporter og viste, at acridinorange er en simpel, hurtig farvningsprocedure, som er mere følsom end 
Gram-farvning ved påvisning af mikroorganismer i kliniske materialer. 
Acridinorange er også blevet brugt til påvisning af Trichomonas vaginalis i vaginale udstrygninger11, diagnose på malaria12,13 
samt mycoplasma.14

PROCEDURENS PRINCIPPER
Acridinorange er et fluorkromatisk farvestof, der binder sig til nukleinsyrer i bakterier og andre celler.15 Acridinorange farver RNA og 
enkeltstrenget DNA orange under ultraviolet lys; dobbeltstrenget DNA forekommer grønt.
Når acridinorange behandles med buffer ved pH 3,5–4,0, farver det mikroorganismer, så de kan skelnes fra cellulære materialer. 
Bakterier og svampe farves jævnt klar orange, hvorimod humane epithelial- og inflammatoriske celler og baggrundsophobninger 
farves svagt grønne til gule. Aktiverede leukocytters kerner farves gule, orange eller røde på grund af den forøgede RNA-produktion, 
som aktiveringen resulterer i. Erythrocytter farves enten ikke, eller også forekommer de svagt grønne.
Denne differentiale farvningsegenskab gør, at acridinorangefarvede udstrygninger, der er klargjort af kliniske materialer, hurtigt kan 
screenes med fluorescensmikroskopi ved 100X til 400X forstørrelse for tilstedeværelse af mikroorganismer, der fluorescerer klart 
orange mod en sort eller svagt grøn til gul baggrund.

REAGENSER
BD BBL Acridine Orange Stain
Omtrentlig formel*
Acridine Orange	 0,1 g
Acetatbuffer, 0,5 M	 1.000 mL
*Justeret og/eller supplementeret som påkrævet for at leve op til ydelseskriterier.

Advarsler og forholdsregler: Til in vitro diagnostik.
Følg korrekte, etablerede laboratorieprocedurer ved håndtering og bortskaffelse af smittefarlige materialer.
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BD BBL Acridine Orange Stain:

ADVARSEL

H315+H320 Forårsager hud- og øjenirritation. H335 Kan forårsage irritation af luftvejene. 
P261 Undgå indånding af pulver/røg/gas/tåge/damp/spray. P280 Bær beskyttelseshandsker/beskyttelsestøj/øjenbeskyttelse/
ansigtsbeskyttelse. P264 Vask grundigt efter brug. P271 Brug kun udendørs eller i et rum med god udluftning. P305+P351+P338 
VED KONTAKT MED ØJNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan gøres let. 
Fortsæt skylning. P321 Særlig behandling (se på denne etiket). P304+P340 VED INDÅNDING: Flyt personen til et sted med frisk 
luft og sørg for, at vejrtrækningen lettes. P312 I tilfælde af ubehag, ring til en GIFTINFORMATION eller en læge. P332+P313 
Ved hudirritation: Søg lægehjælp. P337+P313 Ved vedvarende øjenirritation: Søg lægehjælp. P302+P352 VED KONTAKT MED 
HUDEN: Vask med rigeligt sæbe og vand. P362+P364 Alt tilsmudset tøj tages af og vaskes inden genanvendelse. P405 Opbevares 
under lås. P403+P233 Opbevares på et godt ventileret sted. Hold beholderen tæt lukket. P501 Indholdet/beholderen bortskaffes i 
henhold til alle lokale, regionale, nationale og internationale regulativer. 

Opbevaringsinstruktioner: Opbevares ved 15–30 °C. Udløbsdatoen gælder for produktet i dens intakte beholder, når det 
opbevares som anvist.

Produktnedbrydning: Må ikke anvendes, hvis der er tegn på bundfald, eller hvis opløsningen viser andre tegn på nedbrydning.

PRØVEINDSAMLING OG -HÅNDTERING
Prøver skal indsamles i sterile beholdere eller med sterile vatpinde og skal øjeblikkeligt transporteres til laboratoriet i henhold til 
anbefalede retningslinjer.16

PROCEDURE
Vedlagte materialer: BD BBL Acridine Orange Stain.

Nødvendige materialer, der ikke er vedlagt: Fluorescensmikroskop egnet til brug med acridinorange, mikroskop-objektglas 
og methanol.

Klargøring, farvning og undersøgelse af udstrygninger
1.	 Klargør en udstrygning af den prøve, der skal farves, på et rent objektglas.
2.	 Lad den lufttørre.
3.	 Fiksér udstrygningen med 50% eller 100% methanol i 1–2 min.
4.	 Lad overskydende methanol løbe af og lad udstrygningen tørre.
5.	 Overhæld objektglasset med acridinorange i 2 min.
6.	 Skyl grundigt med postevand og lad det tørre.
7.	 Udstrygninger kan til at begynde med undersøges ved 100X til 400X forstørrelse med et fluorescensmikroskop. Resultater skal 

bekræftes med en undersøgelse ved 1000X forstørrelse med et objektiv til olieimmersion.

BRUGERKVALITETSKONTROL
1.	 Undersøg acridinorangeopløsningen for farve og klarhed. Opløsningen skal være klar, orange og uden tegn på bundfald.
2.	 Bestem opløsningens pH-værdi. pH-værdien skal være 3,5–4,0.
3.	 Kontrollér farvestoffets ydelse vha. en 4–6 h tryptisk sojabouillon med 5 % fåreblodsdyrkninger af nedenstående organismer. 

Klargør udstrygninger, én dyrkning pr. objektglas, og fortsæt som beskrevet i Klargøring, farvning og undersøgelse 
af udstrygninger.

Organismer Bakterie Baggrund
Escherichia coli ATCC 25922 Klar orange Svagt grønne erythrocytter og gule, gul-grønne eller orange 

leukocytter mod et sort felt.

Enterococcus faecalis ATCC 33186 Klar orange �Grønne, gule, orange eller røde ophobninger kan forekomme.

PROCEDURENS BEGRÆNSNINGER
Acridinorangefarvning giver formodet information om tilstedeværelse og identifikation af eventuelle mikroorganismer i prøven. 
Da mikroorganismer i udstrygninger, inklusive de ikke-levedygtige, kan opstå fra eksterne kilder, dvs. prøveindsamlingsudstyr, 
objektglas eller det vand, der skylles med, skal alle positive udstrygninger bekræftes ved dyrkning.
Ca. 104 CFU/mL er påkrævet til påvisning med denne metode.
Acridinorangefarvning skelner ikke mellem grampositive og gramnegative organismer. Gram-reaktionen kan bestemmes ved Gram-
farvning direkte over acridinorangefarvningen, når immersionsolien er fjernet.
Kerner eller granula fra nedbrudte, aktiverede leukocytter kan ligne kokker ved lavere forstørrelser, dvs. 100X til 400X. De kan 
skelnes på basis af morfologi ved højere forstørrelser, dvs. 1000X.
Visse typer ophobninger kan fluorescere i acridinorangefarvede udstrygninger. Disse ophobninger kan skelnes fra mikroorganismer 
på basis af morfologi ved højere forstørrelser.
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FORVENTEDE RESULTATER OG PRÆSTATIONSKARATERISTIKA
Bakterier og svampe farves klart orange. Baggrunden forekommer sort til gulgrøn. Humane epithelial- og inflammatoriske 
celler samt vævsophobninger farves svagt grønne til gule. Aktiverede leukocytter farves gule, orange eller røde afhængigt af 
aktiveringsniveauet og den producerede mængde RNA, hvorimod erythrocytter enten ikke farves eller bliver svagt grønne.
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