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Kat. Nr.
BD BBL Acridine Orange Stain Mikroorganismide avastamiseks äigepreparaatides 

fluorestsentsvärvimismeetodiga
1 x 250 mL
4 x 250 mL

212536
212537

SIHTOTSTARVE
BD BBL Acridine Orange Stain (akridiinoranži) soovitatakse kasutada mikroorganismide fluorestsentsmikroskoopiliseks 
avastamiseks kliinilistest ja mittekliinilistest materjalidest valmistatud äigepreparaatides. Eelkõige on see kasulik kiire sõeluuringu 
tegemisel normaalsete steriilsete proovide nagu näiteks tserebrospinaalse vedeliku korral, milles võib esineda mõningaid 
organisme ning verest valmistatud äigepreparaatide või valgulisi materjale sisaldavate äigepreparaatide kiire uuringu korral, kus 
foonimaterjalide organismide diferentseerimine võib olla keerulisem.

KOKKUVÕTE JA SELGITUS
Mikroorganismide fluorokromaatilist värvimist akridiinoranžiga kirjeldati esmakordselt Struggeri ja Hilbrichi poolt 1942. aastal Sellest 
alates on meetod leidnud laialdast kasutamist mikroobide sisalduse määramiseks pinnases ja vees. 1975. aastal hindasid Jones 
ja Simon epifluorestsentsmeetodeid, mida kasutati vees olevate bakterit otsesel loendamisel ning tegid kindlaks, et akridiinoranž 
annab järve-, jõe- ja mereveest võetud proovide korral bakterite populatsioonide korral parimad tulemused.1 Akridiinoranžiga 
otsese loendamise (AODC) metodoloogiat on kasutatud bakterite loendamiseks prügilates.2,3 Heidelberg et al. kasutasid 
AODCd merebakterite populatsioonide sesoonsete muutuste uurimisel ja järeldasid, et akridiinoranžiga värvimine on eelistatav 
fluorestseeruvate oligonukleotiidide otsese loendamise (FODC) protseduuridele.4 Otsene epifluoresentsfiltri meetod (DEFT), milles 
kasutatakse akridiinoranži, kuulub toidu ja vee mikrobioloogilise uuringu tehnilistele tingimustele vastavate meetodite hulka.5,6,7,8

Akridiinoranž on samuti leidnud kasutamist kliinilistes uuringutes ning selle kasutamine bakterite esiletoomiseks verekultuuride 
korral on leidnud laialdast tunnustust. 1980. aastal võrdlesid McCarthy ja Senne akridiinoranžiga värvimist pimekatsega 
subkultuuride korral positiivsete verekultuuride avastamiseks.9 Nende tulemustest ilmnes, et akridiinoranžiga värvimine kujutab kiiret 
ja odavat alternatiivi subkultuuridega pimekatsete suhtes. Nad teatasid samuti, et akridiinoranžiga värvimine on mikroorganismide 
avastamisel Grami meetodil värvimisest palju tundlikum ning võimaldab avastada baktereid kontsentratsioonides ligikaudu 
1 x 104 CFU (kolooniat moodustav ühik)/mL. Lauer, Reller ja Mirret võrdlesid akridiinoranži mikroorganismide avastamisel 
tserebrospinaalvedelikus ja muudes kliinilistes materjalides.10 Nende tulemused olid kooskõlas McCarthy ja Senne poolt teatatutega 
ning näitasid, et akridiinoranž on lihtne ja kiire värvimisprotseduur, mis on mikroorganismide avastamisel kliinilistes materjalides 
tundlikum Grami meetodil värvimisest. 
Akridiinoranži on samuti kasutatud Trichomonas vaginalis avastamiseks vaginaalsetes äigepreparaatides,11 malaaria 
diagnoosimisel12,13 ja mükoplasmas.14

PROTSEDUURI PÕHIMÕTTED
Akridiinoranž on fluorokromaatiline värvaine, mis seondub bakterite ja muude rakkude nukleiinhapetega.15 UV-valguses annab 
akridiinoranž RNA-le ja üheahelalisele DNA-le oranži, kaheahelalisele DNA-le rohelise värvuse.
Puhverdatuna pH 3,5–4,0 juures värvib akridiinoranž mikroorganisme ja rakulisi materjale erinevalt. Bakterid ja seened värvuvad 
ühtlaselt ereoranžiks, kuna inimese epiteelrakud ja põletikulised rakud ning fooni riismed värvuvad kahvaturohelisest kollaseni. 
Aktiveeritud leukotsüütide tuumad värvuvad kollaseks, oranžiks või punaseks tingituna RNA suurenenud produktsioonist 
aktivatsiooni tõttu. Erütrotsüüdid kas ei värvu üldse või omandavad kahvaturohelise tooni.
Tingituna sellisest diferentseerivast värvimisest on võimalik akridiinoranžiga värvitud kliinilistest materjalidest äigepreparaatide korral 
teha kiiret fluorestsentsmikroskoopilist sõeluuringut mikroorganismide olemasolu kohta, kasutades suurendust 100X kuni 400X, 
seejuures fluorestseeruvad mikroorganismid ereoranžilt mustal või kahvaturohelisel kuni kollasel foonil.

REAGENDID
BD BBL Acridine Orange Stain
Ligikaudne koostis*
Akridiinoranž 0,1 g
Atsetaatpuhver, 0,5M 1 000 mL
* Vajadusel kohandatud ja/või täiendatud vastavalt toimingu kriteeriumidele.
Hoiatused ja ettevaatusabinõud: in vitro diagnostiliseks kasutamiseks.
Järgige nõuetele vastavaid väljakujunenud laboratoorseid protseduure nakkuslike materjalid käitlemisel ja kahjutustamisel.
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BD BBL Acridine Orange Stain:
ETTEVAATUST

H315+H320 Põhjustab naha ja silmade ärritust. H335 Võib põhjustada hingamisteede ärritust. 
P261 Vältida tolmu/suitsu/gaasi/udu/auru/pihustatud aine sissehingamist. P280 Kanda kaitsekindaid/kaitserõivastust/kaitseprille/
kaitsemaski. P264 Pärast käitlemist pesta hoolega. P271 Käidelda üksnes välitingimustes või hästi ventileeritavas kohas. 
P305+P351+P338 SILMA SATTUMISE KORRAL: loputada mitme minuti jooksul ettevaatlikult veega. Eemaldada kontaktläätsed, 
kui neid kasutatakse ja kui neid on kerge eemaldada. Loputada veel kord. P321 Nõuab eriravi (vt käesoleval etiketil). 
P304+P340 SISSEHINGAMISE KORRAL: toimetada isik värske õhu kätte ja hoida asendis, mis võimaldab kergesti hingata. 
P312 Halva enesetunde korral võtta ühendust MÜRGISTUSTEABEKESKUSE või arstiga. P332+P313 Nahaärrituse korral: 
pöörduda arsti poole. P337+P313 Kui silmade ärritus ei möödu: pöörduda arsti poole. P302+P352 NAHALE SATTUMISE KORRAL: 
pesta rohke vee ja seebiga. P362+P364 Võtta seljast saastunud rõivad ja pesta enne korduskasutust. P405 Hoida lukustatult. 
P403+P233 Hoida hästi ventileeritavas kohas. Hoida mahuti tihedalt suletuna. P501 Kõrvaldada sisu / mahuti vastavalt kohalikele / 
piirkondlikele / riiklikele / rahvusvahelistele eeskirjadele. 
Juhendid säilitamiseks: Säilitage temperatuuril 15–30 °C. Säilivusaeg kehtib avamata mahutis oleva toote kohta, mida on 
säilitatud nõuetekohaselt.
Toote riknemine: Ärge kasutage juhul, kui on tekkinud sade või lahuse korral ilmnevad muud riknemise tunnused.

PROOVI VÕTMINE JA KÄITLEMINE
Proove tuleb võtta steriilsetesse mahutitesse või kasutada selleks steriilseid tampoone ning need tuleb kohe transportida 
laboratooriumi soovituslikele juhistele.16

PROTSEDUUR
Tagatud materjalid BD BBL Acridine Orange Stain.
Vajalikud materjalid, mis ei kuulu tarnekomplekti:  Fluorestsentsmikroskoop, mis sobib kasutamiseks akridiinoranži korral, 
klaasist mikroskoobiklaasid ja metanool.
Äigepreparaatide valmistamine, värvimine ja uurimine
1. Valmistage värvitavast proovist puhtale klaasplaadile.
2. Laske kuivada õhu käes.
3. Fikseerige äigepreparaat 50% kuni 100% metanoolis 1–2 min vältel.
4. Valage liigne metanool ära ning laske äigepreparaadil kuivada.
5. Sukeldage plaat 2 minutiks akridiinoranžiga värvimislahusesse.
6. Loputage hoolikalt kraaniveega ja laske kuivada.
7. Äigepreparaate võib esialgu uurida fluorestsentsmikroskoobiga suurendusel 100X kuni 400X. Leide tuleb kinnitada 

õliimmersioonobjektiiviga tehtud uuringutes suurendusel 1000X.

KASUTAJAPOOLNE KVALITEEDI KONTROLL
1. Kontrollige akridiinoranžiga värvimise lahuse värvust ja läbipaistvust. Lahus peab olema selge, oranž ning ilma 

igasuguse sademeta.
2. Määrake lahuse pH. pH peab olema 3,5–4,0.
3. Kontrollige värvimise efektiivsust, kasutades 4–6 h Tryptic Soy Broth (trüptilist sojapuljongit) koos alljärgnevate organismide 

5% kultuuridega lambaveres. Valmistage äigepreparaadid, iga kultuur eraldi klaasil, ning töödelge neid vastavalt osas 
Äigepreparaatide valmistamine, värvimine ja uurimine kirjeldatule.

Organismid Bakterid Foon

Escherichia coli ATCC 25922 Ereoranž Kahvaturohelised erotrotsüüdid ja kollased, kollakasrohelised  
või oranžid leukotsüüdid mustal taustal.

Enterococcus faecalis ATCC 33186 Ereoranž Täheldatavad on rohelised, kollased, oranžid või punased  
värvunud riismed.

PROTSEDUURI PIIRANGUD
Akridiinoranžiga värvimine tagab oletusliku informatsiooni proovis esineda võivate mikroorganismide olemasolu ja identifitseerimise 
kohta. Kuna äigepreparaatides olevad mikroorganismid, sealhulgas ka eluvõimetud, võivad pärineda ka välisallikatest, s.t proovi 
võtmiseks kasutatud vahenditest, mikroskoobiklaasidest või loputamiseks kasutatud veest, siis tuleb kõiki positiivseid proove 
kontrollida kultiveerimise teel.
Selle meetodi korral on avastamiseks vaja ligikaudu 104 CFU/mL.
Akridiinoranžiga värvimine ei võimalda eristada grampositiivseid ja gramnegatiivseid organisme. Grami reaktsiooni võib määrata 
Grami järgi värvimisega vahetult pärast akridiinoranži kasutamist ja immersioonõli eemaldamist.
Väiksemate suurenduste, s.t 100X kuni 400X korral võivad desintegreeritud aktiveeritud leukotsüütide tuumad või graanulid 
meenutada kokke. Nende vahel on võimalik vahet teha suuremate suurenduste, st 1000X korral morfoloogia alusel.



3

Teatavat tüüpi riismed võiva fluorestseeruda akridiinoranžiga värvitud äigepreparaatides. Neid riismeid võib mikroorganismidest 
eristada suuremate suurenduste korral nähtava morfoloogia alusel.

OODATAVAD VÄÄRTUSED JA EFEKTIIVSUST ISELOOMUSTAVAD TUNNUSED
Bakterid ja seened värvuvad ereoranžiks. Foon on must kuni kollakasroheline. Inimese epiteelrakud ja põletikulised rakud värvuvad 
kahvaturohelisest kollaseni. Aktiveeritud leukotsüüdid värvuvad kollaseks, oranžiks või punaseks olenevalt aktiveerimise tasemest 
ning produtseeritava RNA kogusest, kusjuures erotrotsüüdid ei värvu üldse või omandavad kahvaturohelise tooni.
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