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BD BBL Acridine Orange Stain For pavisning av mikroorganismer i direkte utstryk med 1 x250 mL 212536
fluorescerende fargingsteknikk. 4 x 250 mL 212537

BRUKSOMRADE

BD BBL Acridine Orange Stain (Akridin-oransjefarging) anbefales til bruk i fluorescerende mikroskopisk pavisning av
mikroorganismer i direkte utstryk tillagd av kliniske og ikke-kliniske materialer. Det er spesielt nyttig i hurtig screening av normalt
sterile prgver, for eksempel ryggmargsvaeske, der fa organismer kan veere tilstede og i den hurtige undersgkelsen av blodpraver
eller utstryk som inneholder eggehviteholdig materiale der det kan veere vanskeligere & skille ut organismer fra bakgrunnsmateriale.

SAMMENDRAG OG FORKLARING

Fluorkromatisk farging av mikroorganismer med akridin-oransje ble farst beskrevet av Strugger og Hilbrich i 1942. Siden den
gangen er det blitt brukt i utstrakt grad i undersgkelsen av jord og vann for mikrobielt innhold. | 1975 evaluerte Jones og Simon
epifluorescerende metoder brukt til direkte telling av vandige bakterier og fastslo at akridin-oransje ga det beste anslaget over den
bakterielle populasjonen i prgver hentet fra innsjger, elver og sjgvann.! Akridin-oransje-direktetellingsmetodologi er benyttet ved
telling av sgppelfyllingsbakterier.2.3 Heidelberg et al. brukte dette i en studie av sesongmessige endringer i sjgbakteriepopulasjoner
og konkluderte med at den akridin-oransje fargingen kunne sammenlignes positivt med fluorescerende oligonukleotid-
direktetellingsprosedyrer.4 Direkte epifluorescerende filterteknikk (DEFT) med akridin-oransje er spesifisert i metoder for mikrobiell
undersgkelse av mat og vann.5.6.7.8

Akridin-oransje er ogsa benyttet pa kliniske bruksomrader, og bruken av den til utheving av bakterier i blodkulturer har utstrakt
aksept. | 1980 sammenlignet McCarthy og Senne akridin-oransje farging med blinde subkulturer for pavisning av positive
blodkulturer.® Resultatene viste at akridin-oransje farging var et hurtig, rimelig alternativ til blinde subkulturer. De rapporterte ogsa
at akridin-oransjefarging syntes a veere mer sensitiv enn gramfarging for pavisning av mikroorganismer og klarte a pavise bakterier
i konsentrasjoner pa omtrent 1 x 104 CFU (kolonidannende enheter)/mL. Lauer, Reller og Mirret sammenlignet akridin-oransje med
gramfarging for pavisning av mikroorganismer i ryggmargsvaeske og andre kliniske materialer.'0 Resultatene var i samsvar med de
som ble rapportert av McCarthy og Senne, og viste at akridin-oransje var en enkelt, hurtigfargende prosedyre som var mer sensitiv
enn gramfarging til pavisning av mikroorganismer i kliniske materialer.

Akridin-oransje er ogsa benyttet for pavisning av Trichomonas vaginalis i utstryk fra vagina,!! diagnose av malaria'2.13

og mykoplasmaer.14

PROSEDYREPRINSIPPER

Akridin-oransje er et fluorkromatisk fargestoff som binder til nukleinsyrer av bakterier og andre celler.'> Under UV-lys farger akridin-
oransje RNA og enkelttrad-DNA oransje. Dobbelttrad-DNA blir grgnn.

Nar bufret ved pH 3,5-4,0, farger akridin-oransje mikroorganismer forskjellig fra cellematerialer. Bakterier og soppceller farges jevnt
klar oransje, mens humane epitelceller og inflammatoriske celler og bakgrunnsrester farges svakt grenn til gul. Kjerner av aktiverte
leukocytter farges gule, oransje eller rade som falge av gkt RNA-produksjon som resultat av aktivering. Erytrocytter farges ikke eller
blir svakt granne.

Pa grunn av denne egenskapen til & farge forskjellig, kan akridin-oransjefargede utstryk tilberedt av kliniske materialer screenes
raskt med fluorescerende mikroskopi ved 100X til 400X forstarrelse for naervaer av mikroorganismer som fluorescerer klar oransje
mot en svart eller svakt grgnn til gul bakgrunn.

REAGENSER

BD BBL Acridine Orange Stain (Akridin-oransjefarging)

Tilneermet sammensetning®

Akridin-oransje 0,19

Acetatbuffer, 0,5M 1000 mL

*Justert og/eller tilsatt som nadvendig for & oppfylle studiekriteriene.

Advarsler og forsiktighetsregler: Ved in vitro-diagnostisk bruk.

Folg riktige, etablerte laboratorieprosedyrer ved handtering og avfallsbehandling av smittefarlige materialer.



BD BBL Acridine Orange Stain:
ADVARSEL

H315+H320 Irriterer huden og gynene. H335 Kan forarsake irritasjon av luftveiene.

P261 Unnga innanding av stev/reyk/gass/take/damp/aerosoler. P280 Benytt vernehansker/vernekleer/vernebriller/ansiktsskjerm.
P264 Vask grundig etter bruk. P271 Brukes bare utenders eller i et godt ventilert omrade. P305+P351+P338 VED KONTAKT
MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjere. Fortsett
skyllingen. P321 Seerlig behandling (se péa etiketten). P304+P340 VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og serg for at
vedkommende hviler i en stilling som letter andedrettet. P312 Kontakt et GIFTINFORMASJONSSENTER eller lege ved ubehag.
P332+P313 Ved hudirritasjon: Sgk legehjelp. P337+P313 Ved vedvarende gyeirritasjon: Sgk legehjelp. P302+P352 VED
HUDKONTAKT: Vask med mye sape og vann. P362+P364 Tilsglte klaer ma fijernes, og vaskes fgr de brukes pa nytt.

P405 Oppbevares innelast. P403+P233 Oppbevares pa et godt ventilert sted. Hold beholderen tett lukket. P501 Innhold/beholder
skal kasseres i henhold til lokale/regionale/nasjonale/internasjonale retningslinjer.

Oppbevaringsinstruksjoner: Oppbevares ved 15-30 °C. Utlgpsdatoen gjelder produktet i opprinnelig emballasje nar det er
oppbevart som angitt.

Produktforringelse: Ma ikke brukes hvis det er tegn til presipitat eller Igsningen viser andre tegn til forringing.

PRGVEINNSAMLING OG HANDTERING

Praver skal samles inn i sterile beholdere eller med sterile pensler og transportes umiddelbart til laboratoriet i henhold til
anbefalte retningslinjer.16

FRAMGANGSMATE

Materialer som fglger med: BD BBL Akridin-oransjefarging.
Nodvendige materialer som ikke folger med: Fluorescerende mikroskop egnet til bruk med akridin-oransje, mikroskopobjektglass
og metanol.

Klargjering, farging og undersgkelse av utstryk

Klargjer et utstryk som skal farges pa et rent objektglass.
La preven lufttgrke.

Fikser praven med 50 % eller 100 % metanol i 1-2 min.
Tapp av overfladig metanol, og la utstryket tarke.

Overfyll objektglasset med akridin-oransje farging i 2 min.
Skyll godt med vann fra kranen og la terke.

Utstryk kan i utgangspunktet undersgkes ved 100X til 400X forstgrrelse med fluorescerende mikroskop. Funn skal bekreftes
ved a undersgke ved 1000X med oljekapslingsobjektiv.

BRUKERKVALITETSKONTROLL

1. Undersgk den akridin-oransje fargelgsningen med henblikk pa farge og klarhet. Lasningen skal veere klar, oransje og uten tegn
til noe presipitat.

2. Fastsla lgsningens pH. Verdien skal veere 3,5-4,0.

3. Sjekk fargingens utferelse med 4—6 timers Tryptic Soy Broth (soyavekstmedium) med 5 % fareblodkulturer for organismene
som er oppgitt nedenfor. Tillag utstryk, én kultur per objektglass, og fortsett som beskrevet under Klargjaring, farging og
undersgkelse av utstryk.

NookrwN =

Organismer Bakterier Bakgrunn

Escherichia coli ATCC 25922 Klar oransje Svakt grenne erytrocytter og gule, gul-granne eller oransje
leukocytter mot et svart felt.

Enterococcus faecalis ATCC 33186 Klar oransje Grenne, gule, oransje eller rede fargerester kan observeres.

PROSEDYRENS BEGRENSNINGER

Akridin-oransje farging gir forelgpig informasjon om forekomst og identifisering av mikroorganismer som kan forekomme pa
prgven. Siden mikroorganismer som ses i utstryk, inkludert de som ikke er levedyktige, kan oppsta fra eksterne kilder, dvs.
provetakingsutstyr, objektglass eller vann brukt til skylling, skal alle positive utstryk bekreftes med kultur.

Omtrent 104 CFU/mL kreves for pavisning med denne metoden.

Akridin-oransje farging skiller ikke mellom grampositive og gramnegative organismer. Gramreaksjonen kan bestemmes med
gramfarging direkte over akridin-oransje etter fijerning av immersjonsoljen.

Kjerner eller korn fra opplgste, aktiverte leukocytter kan ligne pa kokker ved lavere forstarrelser, dvs. 100X til 400X. De kan skilles ut
pa bakgrunn av morfologi ved hgyere forsterrelser, dvs. 1000X.

Visse typer rester kan fluorescere i akridin-oransjefargede utstryk. Disse restene kan skilles fra mikroorganismer pa grunnlag av
morfologi nar vist ved hgyere forsterrelser.




FORVENTEDE RESULTATER OG EGENSKAPER VED PRGVEUTFORELSEN

Bakterier og sopp farges klart oransje. Bakgrunnen er svart til gulgrenn. Humane epitelceller og inflammatoriske celler og vevsrester
farges svakt grgnn til gul. Aktiverte leukocytter farges gule, oransje eller rede, avhengig av aktiveringsnivaet og mengden av RNA
som produseres, mens erytrocytter enten ikke farges eller farges svakt grenne.
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