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BD BBL Acridine Orange Stain Floresan boyama teknigiyle dogrudan smearlarda mikroorganizmalarin 1 x 250 mL 212536
saptanmasi amaciyla kullaniimak amaciyla tasarlanmistir. 4 x 250 mL 212537

KULLANIM AMACI

BD BBL Acridine Orange Stain’in (Akridin Turuncusu Boyasi), mikroorganizmalarin klinik ve klinik olmayan maddelerden hazirlanan
dogrudan smearlarda floresan mikroskobik yontemlerle saptanmasinda kullaniimasi tavsiye edilmektedir. Az sayida organizmanin
bulunabilecedi serebrospinal sivi gibi normalde steril olan 6rneklerin hizli taranmasinda ve kan smearlarinin veya organizmanin
arkaplan maddesinden ayrilmasinin daha zor olabilecegi protein yapilari iceren smearlarin hizli incelenmesinde kullanighdir.

OZET VE AGIKLAMA

Akridin turuncusu kullanilarak mikroorganizmalarin florokromatik boyamasi, ilk kez 1942 yilinda Strugger ve Hilbrich tarafindan
tanimlanmgtir. Bu tarihten itibaren toprak ve suyun mikrobik i¢erik agisindan incelenmesinde yaygin olarak kullaniimaktadir. 1975
yilinda, Jones ve Simon, su kaynakli bakterilerin dogrudan sayiminda epifloresan yontemleri degerlendirmis ve akridin turuncusunun
gol, nehir ve deniz suyu drneklerindeki bakteri poplilasyonunun tahminlenmesinde en iyi sonuglari verdigini gézlemlemistir.! Akridin
turuncusu dogrudan sayim (AODC) metodolojisi ¢op kaynakli bakterilerin sayiminda kullaniimaktadir.2.3 Heidelberg ve ekibi, deniz
bakteri populasyonundaki mevsimsel degisiklikleri inceleyen bir galismada AODC'yi kullanmis ve akridin turuncusu boyasinin floresan
oligoniikleotid dogrudan sayim (FODC) proseddirlerine kiyasla daha iyi oldugu sonucuna varmistir.4 Akridin turuncusu kullanilan
dogrudan epiflorosan filtre teknigi (DEFT), gida ve su kaynakli mikrobiyal test yontemlerinde kullaniimak amaciyla belirlenmistir.5.6.7.8
Akridin turuncusu, klinik uygulamalarda da kullaniimakta ve kan kiilturlerinde gelisen bakterileri vurgulamak amaciyla kullanimi
genis ¢apta kabul gérmektedir. 1980 yilinda, McCarthy ve Senne, pozitif kan kulttrlerinin taninmasinda akridin turuncusu boyasini,
kor alt kiltirlerle karsilastirmistir.9 Calisma sonuglari akridin turuncusu boyanin, kor alt kiltlrlere alternatif olarak daha hizli ve ucuz
oldugunu géstermistir. Ayni zamanda, akridin turuncusu boyanin, mikroorganizmalarin saptanmasinda Gram boyamadan daha
hassas oldugunu ve yaklagik 1 x 104 CFU (koloni olusturan birim)/mL konsantrasyonlarda bakterileri saptayabildigini bildirmiglerdir.
Lauer, Reller ve Mirret ise serebrospinal sivi ve diger klinik maddelerde mikroorganizmalarin saptanmasinda akridin turuncusuyla
Gram boyasini karsilastirmistir.10 Elde ettikleri sonuglar, McCarthy ve Senne tarafindan raporlananlarla ayni dogrultudadir ve akridin
turuncusunun, klinik maddelerde mikroorganizmalarin saptanmasinda Gram boyasindan daha duyarli olan, basit ve hizl bir boyama
proseduri oldugu belirtilmistir.

Akridin turuncusu ayni zamanda vajinal smearlarda, sitma tanisinda’2.13 ve mikoplazmalarda'4 Trichomonas vaginalis saptamasi
icin kullaniimaktadir.

PROSEDUR ILKELERI

Akridin turuncusu, bakterilerin niikleik asitlerine ve diger hiicrelere baglanan florokromatik bir boyadir.’> UV 1g1d1 altinda, akridin
turuncusu RNA ve tek seritli DNA turuncusunu boyar; cift seritli DNA yesil gérunur.

pH 3,5-4,0'da tamponlandiginda, akridin turuncusu, mikroorganizmalari selltiler maddelerden ayiracak sekilde boyar. Bakteri ve
mantar parlak turuncu boyanirken, insan epitelyal ve inflamatuvar hiicreleri ile arkaplan debrisi uguk yesil ila sari boyanir. Aktif
I6kositlerin gekirdekleri, aktivasyondan kaynaklanan artan RNA Uretimi nedeniyle sari, turuncu veya kirmizi boyanir. Eritrositler ya
boyanmaz ya da hafif yesil gérunar.

Bu farkl boyama 6zellikleri nedeniyle, klinik maddelerden hazirlanmis akridin turuncusuyla boyall smearlar, mikroorganizma
varliginin tespiti amaciyla 100X ila 400X buyltmeyle, siyah veya uguk yesil ila sari arkaplan tzerine parlak turuncu sacan floresan
mikroskopla hizla taranabilir.

REAKTIFLER

BD BBL Acridine Orange Stain (Akridin Turuncusu Boya)

Yaklasik Formul*

Akridin Turuncusu 0,19

Asetat Tamponu, 0,5M  1.000 mL

*Performans kriterlerini karsilamak lizere gereken sekilde ayarlanmis ve/veya desteklenmistir.
Uyarilar ve Onlemler: In vitro Diyagnostik Kullanim igindir.

Bulasici malzemeleri kullanirken ve atarken, uygun laboratuvar uygulamalarini takip edin.



BD BBL Acridine Orange Stain (Akridin Turuncusu Boya):
UYARI

H315+H320 Cilt ve gbzlerde tahrise neden olur. H335 Solunum yolu tahrisine yol acabilir.

P261 Tozunu/dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini solumaktan kaginin. P280 Koruyucu eldiven/koruyucu kiyafet/géz koruyucu/
yuz koruyucu kullanin. P264 Elleclemeden sonra ile iyice yikayin. P271 Sadece disarida veya iyi havalandirilan bir alanda kullanin.
P305+P351+P338 GOZ ILE TEMASI HALINDE: Su ile birkag dakika dikkatlice durulayin. Takili ve yapmasi kolaysa, kontak
lensleri gikartin. Durulamaya devam edin. P321 Ozel miidahale gerekli (etikete bakin) P304+P340 SOLUNDUGUNDA: Zarar
géren kisiyi temiz havaya cikartin ve kolay bicimde nefes almasi icin rahat bir pozisyonda tutun. P312 lyi hissetmiyorsaniz, bir
ZEHIR DANISMA MERKEZI ile veya bir doktorla irtibata gecin. P332+P313 Ciltte tahris s6z konusu ise: Tibbi yardim/miidahale
alin. P337+P313 Goz tahrisi kalici ise: Tibbi yardim/bakim alin. P302+P352 DERI ILE TEMAS HALINDE ISE: Bol sabun ve su ile
yikayin. P362+P364 Kirlenmis giysilerinizi gikarin ve yeniden kullanmadan énce yikayin. P405 Kilit altinda saklayin. P403+P233 lyi
havalandiriimis bir alanda depolayaniz. Kabi sikica kapali tutun. P501 Igerigi/kabi ulusal/bélgesel/yerel/uluslararasi ydnetmeliklere
gore atin.

Saklama Talimatlari: 15-30 °C’de saklayin. Son kullanma tarihi, belirtilen sekilde saklanan ambalaji agilmamis urun igin gegerlidir.
Uriiniin Bozulmasi: Bir ¢okelti belirtisi varsa veya gozelti baska bir bozulma belirtisi gdsteriyorsa kullanmayin.

ORNEK TOPLAMA VE KULLANMA
Ornekler steril kaplara veya steril swablara alinmali veya énerilen ydnergelere uygun sekilde derhal laboratuvara nakledilmelidir.16

PROSEDUR

Saglanan malzemeler: BD BBL Acridine Orange Stain (Akridin Turuncusu Boya).
Gerekli fakat saglanmamis malzemeler: Akridin turuncusuyla kullanmaya uygun floresan mikroskobu, cam mikroskop lamlari
ve metanol.

Smearlarin Hazirlanmasi, Boyanmasi ve incelenmesi

Temiz bir cam lam Uzerine boyanacak bir 6rnek smear’i hazirlayin.

Acik havada kurumaya birakin.

Smear’i 1-2 dk boyunca %50 veya %100 metanolle karistirin.

Fazla metanoli bosaltin ve smear’i kurumaya birakin.

Lami 2 dk boyunca akridin turuncusu boyayla yikayin.

Musluk suyuyla iyice galkalayin ve kurumaya birakin.

Smearlar baslangigta floresan bir mikroskop kullanilarak 100X ila 400X bulyutmeyle incelenebilir. Elde edilen bulgular yag
imersiyon objektifiyle 1000X’te incelenerek dogrulanmalidir.

KULLANICI TARAFINDAN KALITE KONTROLU
1. Akridin turuncusu boyama ¢ozeltisini renk ve berraklik agisindan inceleyin. Cozelti berrak, turuncu ve ¢okeltisiz olmalidir.
2. Gozeltinin pH'in1 belirleyin. pH 3,5-4,0 olmalidir.

3. Asagida belirtilen organizmalarin %5 koyun kani iceren Tryptic Soy Broth ortaminda gelisen 4-6 s’lik kiilturlerini kullanarak
boyanin performansini kontrol edin. Lam basina bir kiltir seklinde smearlari hazirlayin ve Smearlarin Hazirlanmasi, Boyanmasi
ve incelenmesi béliimiinde anlatildig sekilde devam edin.
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Organizmalar Bakteri Arkaplan

Escherichia coli ATCC 25922 Parlak turuncu Siyah zemin Uzerine uguk yesil eritrosit ve sari, sari-yesil veya
turuncu lékosit.

Enterococcus faecalis ATCC 33186 Parlak turuncu Yesil, sari, turuncu veya kirmizi boyanan debris gézlenebilir.

PROSEDURUN KISITLI OLDUGU ALANLAR

Akridin turuncusu boya, 6rnekteki mikroorganizma varligina ve tiriine iliskin 6n bilgi saglar. Cansiz mikroroganizmalar da dahil
olmak lzere smearlarda gorilen mikroorganizmalar 6rnek toplama cihazlari, lamlar veya durulama suyu gibi dis kaynaklardan
ortaya gikabildiginden; tim pozitif smearlar kultir testiyle dogrulanmalidir.

Bu yontemle saptama yapmak igin yaklagik 104 CFU/mL gereklidir.

Akridin turuncusu boya, gram pozitif ile gram negatif organizmalari birbirinden ayirmaz. Gram reaksiyonu, imersiyon yaginin
cikartilmasindan sonra dogrudan akridin turuncusu zerinde Gram boyamayla belirlenebilir.

Dagilmamis, aktif I6kositlerin cekirdekleri veya grandlleri, 100X’e 400X gibi kliguik buyitme uygulandiginda kok gibi goriinebilir.
1000X gibi yuksek blyutmelerde morfoloji temelinde ayristirilabilirler.

Belirli debris tipleri, akridin turuncusuyla boyanmis smearlarda parlak isik verebilir. Debris, yiuksek blyutmelerde izlendiginde,
mikroorganizmalardan morfoloji temelinde ayristirilabilir.



BEKLENEN SONUGLAR VE PERFORMANS OZELLIKLERI

Bakteri ve mantarlar, parlak turuncu boyanir. Arkaplan, siyah ila sari-yesil gériiniir. insan epitelyal ve inflamatuvar hiicreleri ve doku
debrisi, uguk yesil ila sari boyanir. Aktif I6kositler, aktivasyon seviyesine ve uretilen RNA miktarina bagli olarak sari, turuncu veya
kirmizi boyanacaktir, eritrositler ise ya boyanmaz ya da uguk yesile boyanir.
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