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N.° Cat.
BD BBL Acridine Orange Stain Para detecgéo de microrganismos em esfregagos directos 1 x 250 mL 212536
pela técnica de coloragéo fluorescente 4 x 250 mL 212537

UTILIZAGAO PRETENDIDA

BD BBL Acridine Orange Stain é recomendado para utilizagéo na detecgdo microscopica fluorescente de microrganismos em
esfregagos directos preparados a partir de materiais clinicos e nao clinicos. E particularmente util no rastreio rapido de amostras
normalmente estéreis como, por exemplo, liquido cefalorraquidiano, em que poucos organismos poderao estar presentes, e no
exame rapido de esfregacos de sangue ou esfregacos contendo material proteinaceo em que a diferenciagdo dos organismos em
relagdo ao material de fundo podera ser mais dificil.

RESUMO E EXPLICAGAO

A coloragéo fluorocromatica de microrganismos utilizando laranja de acridina foi descrita pela primeira vez por Strugger e Hilbrich
em 1942. Desde entdo tem sido muito utilizada no exame do solo e da agua relativamente ao teor microbiano. Em 1975, Jones e
Simon avaliaram métodos epifluorescentes utilizados nas contagens directas de bactérias aquaticas e determinaram que o laranja
de acridina proporcionava a melhor estimativa da populagao bacteriana em amostras de lagos, rios e dgua do mar." A metodologia
de contagem directa do laranja de acridina (AODC) tem sido utilizada na enumeragéo de bactérias de lixeiras controladas.2:3
Heidelberg et al. utilizaram a AODC num estudo de alteragbes sazonais nas populagdes bacterianas marinhas e concluiram que

a coloracao do laranja de acridina se comparava favoravelmente com os procedimentos de contagem directa fluorescente de
oligonucledtidos (FODC).4 A técnica de filtragem directa epifluorescente (DEFT) utilizando laranja de acridina é especificada nos
métodos para o exame microbiano de alimentos e agua.5.6.7.8

O laranja de acridina tem sido igualmente utilizado em aplicagdes clinicas e a sua utilizagao para realcar bactérias em culturas
de sangue tornou-se amplamente aceite. Em 1980, McCarthy e Senne compararam a coloragao do laranja de acridina com
subculturas cegas para a detecgéo de culturas de sangue positivas.® Os seus resultados revelaram que a coloragdo do laranja de
acridina constituia uma alternativa rapida e econdmica as subculturas cegas. Referiram igualmente que a coloragéo do laranja de
acridina parecia ser mais sensivel do que a coloragdo Gram na deteccdo de microrganismos e conseguia detectar bactérias em
concentragdes de aproximadamente 1 x 104 CFU/mL (unidades formadoras de colonias/mL). Lauer, Reller e Mirret compararam
o laranja de acridina com a coloragdo Gram na detecg¢éo de microrganismos no liquido cefalorraquidiano e noutros materiais
clinicos.10 Os seus resultados corresponderam aos referidos por McCarthy e Senne e revelaram que o laranja de acridina é um
procedimento de coloragdo rapido e simples, que foi mais sensivel do que a coloragdo Gram na detec¢do de microrganismos em
materiais clinicos.

O laranja de acridina tem sido igualmente utilizado na detecgdo de Trichomonas vaginalis em esfregacos vaginais'!, no diagnéstico
da malaria’2.13 e em micoplasmas.4

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O laranja de acridina é um corante fluorocromatico que se liga aos acidos nucleicos das bactérias e de outras células.'5 Sob a luz
UV, o laranja de acridina colora de laranja o ARN e o ADN monofilamentar; o ADN bifilamentar aparece a verde.

Quando tamponado com pH 3,5-4,0, o laranja de acridina colora diferencialmente os microrganismos de materiais celulares. As
bactérias e os fungos adquirem uma coloragédo uniforme laranja vivo, enquanto que as células epiteliais e inflamatérias humanas
e os detritos de fundo apresentam uma coloracéo verde-claro a amarelo. Os nucleos dos leucdcitos activados apresentam uma
coloragédo amarela, laranja ou vermelha devido ao aumento da produgao de ARN resultante da activagdo. Os eritrocitos nao
adquirem qualquer coloragédo ou entdo aparecem a verde-claro.

Devido a esta propriedade de coloragéo diferencial, os esfregagos sujeitos a coloragdo com laranja de acridina preparados a partir
de materiais clinicos podem ser rapidamente rastreados utilizando a microscopia fluorescente, com uma ampliagéo de 100X a 400X,
quanto a presenca de microrganismos que emitam fluorescéncia laranja vivo contra um fundo preto ou verde-claro a amarelo.

REAGENTES

BD BBL Acridine Orange Stain

Férmula aproximada*

Laranja de acridina 0,19

Tampao acetato, 0,5M 1.000 mL

*Ajustada e/ou suplementada conforme necessario para cumprir os critérios do desempenho.

Adverténcias e Precaugdes: Para diagndstico in vitro.

Seguir os procedimentos laboratoriais aceites e adequados para o manuseamento e eliminagdo de materiais infecciosos.



BD BBL Acridine Orange Stain:
ATENGAO

H315+H320 Provoca irritacdo cutéanea e ocular. H335 Pode provocar irritagdo das vias respiratorias.

P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois. P280 Usar luvas de protecgéo/vestuario de protecgao/
proteccéo ocular/protecgéo facial. P264 Lavar cuidadosamente apds manuseamento. P271 Utilizar apenas ao ar livre ou em locais
bem ventilados. P305+P351+P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua durante
varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar. P321 Tratamento especifico (ver
no presente rétulo). P304+P340 EM CASO DE INALACAO: retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e manté-la numa posigéao
que néo dificulte a respiracéo. P312 Caso sinta indisposicdo, contacte um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um
médico. P332+P313 Em caso de irritagcdo cutanea: consulte um médico. P337+P313 Caso a irritagdo ocular persista: consulte um
médico. P302+P352 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete e agua abundantes. P362+P364 Retirar

a roupa contaminada e lava-la antes de a voltar a usar. P405 Armazenar em local fechado a chave. P403+P233 Armazenar em
local bem ventilado. Manter o recipiente bem fechado. P501 Eliminar o conteudo/recipiente de acordo com os regulamentos locais/
regionais/nacionais/internacionais.

Instrucoes de armazenamento: Conservar entre 15-30 °C. O prazo de validade refere-se ao produto contido no recipiente intacto
e armazenado conforme indicado.

Deterioragao do produto: Nao utilizar o produto caso apresente sinais de precipitagdo ou caso a solugéo apresente outros sinais
de deterioragao.

COLHEITA E MANIPULAGAO DAS AMOSTRAS

As amostras devem ser colhidas em recipientes estéreis ou com zaragatoas estéreis e transportadas imediatamente para o
laboratério, de acordo com as linhas de orientagdo recomendadas.6

PROCEDIMENTO

Materiais fornecidos: BD BBL Acridine Orange Stain.

Materiais necessarios mas nao fornecidos: Microscopio fluorescente indicado para utilizagdo com laranja de acridina, laminas
de vidro para microscopio e metanol.

Preparacao, coloracao e exame dos esfregagos

Prepare, numa lamina de vidro limpa, um esfregaco da amostra que pretende sujeitar a coloragéo.
Deixe secar ao ar.

Efectue a fixagao do esfregago com metanol a 50% ou 100% durante 1-2 min.

Escorra o excesso de metanol e deixe o esfregaco secar.

Inunde a lamina com coloragéo de laranja de acridina durante 2 min.

Lave bem com agua corrente e deixe secar.

Os esfregagos podem ser inicialmente examinados com uma ampliagdo de 100X a 400X utilizando um microscépio
fluorescente. Os resultados devem ser confirmados por exame a 1000X com uma objectiva de imersdo em o6leo.
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Controlo de Qualidade pelo Utilizador

1. Examine a solucdo de BD BBL Acridine Orange Stain quanto a cor e a transparéncia. A solugdo deve apresentar-se
transparente, laranja e sem sinais de precipitagéo.

2. Determine o pH da solugéo. O pH deve ser 3,5-4,0.

3. Verifigue o desempenho da coloragao utilizando caldo triptico de soja de 4—6 h com culturas de sangue de ovelha a 5%
dos organismos abaixo indicados. Prepare os esfregacos, uma cultura por lamina, e proceda conforme descrito na sec¢édo
“Preparagéo, coloragédo e exame dos esfregagos”.

Organismos Bactérias Fundo

Escherichia coli ATCC 25922 Laranja vivo Eritrécitos verde-claros e leucécitos amarelos, amarelo-esverdeados
ou laranja contra um campo preto.

Enterococcus faecalis ATCC 33186 Laranja vivo Podem ser observados detritos de coloragao verdes, amarelos,
laranja ou vermelhos.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

A coloragéo do laranja de acridina faculta informacdes presuntivas sobre a presenca e identificacdo de microrganismos que podem
estar presentes na amostra. Uma vez que os microrganismos observados nos esfregacos, incluindo os nao viaveis, podem ter
origem em fontes externas, isto &, dispositivos de colheita de amostras, 1aminas ou agua utilizada para as lavagens, todos os
esfregacos positivos devem ser confirmados por cultura.

Para detecg&o por este método sdo necessarias aproximadamente 104 CFU/mL.

A coloragéo com BD BBL Acridine Orange Stain ndo distingue entre organismos gram-positivos e gram-negativos. A reac¢cdo Gram
pode ser determinada por coloragdo Gram directamente sobre o laranja de acridina apds remogéo do dleo de imerséo.

2



Os nucleos ou granulos provenientes dos leucécitos activados desintegrados podem assemelhar-se a cocos quando examinados
com ampliagdes inferiores, isto €, 100X a 400X. Podem ser distinguidos com base na morfologia quando examinados com
ampliagdes superiores, isto €, 1000X.

Certos tipos de detritos podem emitir fluorescéncia em esfregacos sujeitos a coloragdo com laranja de acridina. Estes detritos
podem ser distinguidos dos microrganismos com base na morfologia quando examinados com ampliagdes superiores.

RESULTADOS ESPERADOS E CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

As bactérias e os fungos adquirem uma coloragéo laranja vivo. O fundo aparece preto a amarelo esverdeado. As células epiteliais e
inflamatérias humanas e os detritos dos tecidos adquirem uma coloragédo verde-claro a amarelo. Os leucécitos activados adquirem
uma coloragao amarela, laranja ou vermelha, dependendo do nivel de activagéo e da quantidade de ARN produzido, enquanto que
os eritrocitos nao adquirem qualquer coloragéo ou entdo aparecem a verde-claro.
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Assisténcia Técnica e Suporte: contacte o representante local da BD ou visite www.bd.com.
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