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BD BBL Acridine Orange Stain Для обнаружения микроорганизмов в прямых мазках с 

помощью методики флуоресцентного окрашивания.
1 x 250 mL
4 x 250 mL

212536
212537

НАЗНАЧЕНИЕ
BD BBL Acridine Orange Stain (Акридиновый оранжевый краситель) рекомендуется для использования при флуоресцентном 
микроскопическом обнаружении микроорганизмов в прямых мазках, подготовленных из клинических и неклинических 
материалов. Он особенно полезен при быстром исследовании нормально стерильных образцов, например спинномозговой 
жидкости, где может присутствовать несколько микроорганизмов, а также при быстром исследовании мазков крови или мазков, 
содержащих белковые вещества, где дифференциация микроорганизмов исходного материала может быть более сложной.

КРАТКИЙ ОБЗОР И ОПИСАНИЕ
Флуохроматическое окрашивание микроорганизмов с использованием акридинового оранжевого было впервые описано 
Штруггером (Strugger) и Хилбричем (Hilbrich) в 1942 г. С тех пор оно используется для исследования почвы и воды на наличие 
микробов. В 1975 г. Джонс (Jones) и Симон (Simon) проанализировали эпифлуоресцентные методы, используемые для 
прямого подсчета водных бактерий, и определили, что акридиновый оранжевый обеспечивает лучшую оценку популяции 
бактерий в образцах воды из озер, рек и морской воды1. Методика прямого подсчета с использованием акридинового 
оранжевого (AODC) использовалась для определения количества бактерий в отходах2,3. Гейдельберг с соавторами 
использовал AODC при изучении сезонных изменений в популяциях морских бактерий и сделал вывод, что методики с 
использованием акридинового оранжевого красителя обладают преимуществами по сравнению с методиками прямого 
подсчета с использованием флуоресцентного олигонуклеотида (FODC)4. Методика прямой эпифлуоресцентной фильтрации 
(DEFT) с использованием акридинового оранжевого изложена в методах для исследования микробов в пище и воде5,6,7,8.
Акридиновый оранжевый также использовался в клинических исследованиях, и его использование в окрашивании 
бактерий в гемокультурах стало общепринятым. В 1980 г. Маккарти (McCarthy) и Сенн (Senne) сравнили окрашивание 
акридиновым оранжевым со слепым пересевом для обнаружения положительных гемокультур9. Их результаты показали, 
что акридиновый оранжевый является быстрой и недорогой альтернативой слепому пересеву. Они также сообщили, что 
акридиновый оранжевый оказался более чувствительным, чем краситель Грама при обнаружении микроорганизмов, 
позволяя обнаружить бактерии в концентрации приблизительно 1 x 104 КОЕ (колониеобразующих единиц)/мл. Лауэр (Lauer), 
Реллер (Reller) и Миррет (Mirret) сравнили акридиновый оранжевый с красителем Грама для обнаружения микроорганизмов 
в спинномозговой жидкости и в других клинических материалах10. Их результаты совпадали с результатами Маккарти 
(McCarthy) и Сенна (Senne) и показывали, что методика окрашивания с использованием акридинового оранжевого 
является простой и быстрой и обеспечивает более высокую чувствительность, чем краситель Грама, при обнаружении 
микроорганизмов в клинических материалах. 
Акридиновый оранжевый также использовался для обнаружения Trichomonas vaginalis в вагинальных мазках11, при 
диагностике малярии12,13 и микоплазм.14

ПРИНЦИПЫ МЕТОДИКИ
Акридиновый оранжевый — это флуорохроматический краситель, который связывается с нуклеиновыми кислотами 
бактерий и других клеток15. Под действием ультрафиолетового излучения акридиновый оранжевый окрашивает РНК и 
однонитевую ДНК в оранжевый цвет, двунитевую ДНК — в зеленый.
В среде буфера при pH 3,5–4,0 акридиновый оранжевый по-разному окрашивает микроорганизмы и клеточный материал. 
Бактерии и грибки равномерно окрашиваются в оранжевый цвет, тогда как человеческие эпителиальные и воспалительные 
клетки, а также фоновые остатки окрашиваются в цвета от светло-зеленого до желтого. Ядра активированных лейкоцитов 
окрашиваются в желтый, оранжевый или красный цвет благодаря увеличенному производству РНК, вызванному активацией. 
Эритроциты либо не окрашиваются, либо становятся светло-зелеными.
Благодаря свойству дифференцирующего окрашивания мазки, окрашенные акридиновым оранжевым, полученные из 
клинических материалов, можно быстро изучить с помощью флуоресцентного микроскопа при 100–400-кратном увеличении 
на наличие микроорганизмов, флуоресцирующих ярко-оранжевым цветом, на фоне черного или от светло-зеленого до 
желтого цвета.

РЕАГЕНТЫ
BD BBL Acridine Orange Stain
Приблизительная рецептура*
Acridine Orange 0,1 г
Acetate Buffer, 0.5M 1 000 мл
* При необходимости изменяется и/или дополняется для соответствия критериям эффективности.
Предупреждения и меры предосторожности: Для диагностического использования в условиях in vitro.
Точно выполняйте установленные лабораторные методики при работе с инфицированными материалами и их утилизации.
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BD BBL Acridine Orange Stain:

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ

H315+H320 Вызывает раздражение кожи и глаз H335 Может вызывать раздражение дыхательных путей 
P261 Избегать вдыхания пыли/дыма/газа/ тумана/паров/распылителей жидкости. P280 Пользоваться защитными 
перчатками/защитной одеждой/ средствами защиты глаз/лица. P264 После работы тщательно вымыть. P271 Использовать 
только на открытом воздухе или в хорошо вентилируемом месте. P305+P351+P338 ПРИ ПОПАДАНИИ В ГЛАЗА: 
Осторожно промыть глаза водой в течение нескольких минут. Снять контактные линзы, если вы пользуетесь ими и если 
это легко сделать. Продолжить промывание глаз. P321 Применение специальных мер (см на этом маркировочном знаке). 
P304+P340 ПРИ ВДЫХАНИИ: Вынести пострадавшего на свежий воздух и обеспечить ему полный покой в удобном 
для дыхании положении. P312 Обратиться в ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИЙ ЦЕНТР/к врачу в случае плохого самочувствия. 
P332+P313 При раздражении кожи: обратиться к врачу. P337+P313 Если раздражение глаз продолжается: обратиться 
к врачу. P302+P352 ПРИ ПОПАДАНИИ НА КОЖУ: Промыть большим количеством воды с мылом. P362+P364 Снять 
загрязненную одежду и промыть ее перед повторным использованием. P405 Хранить под замком. P403+P233 Хранить в 
хорошо вентилируемом месте. Держать контейнер плотно закрытым. P501 Удалить содержимое/контейнер в соответствии с 
местными/региональными/национальными/международными постановлениями. 
Условия хранения. Хранить при температуре 15–30 °C. Указанный срок хранения относится к продукту в контейнере при 
соблюдении условий хранения.
Разложение продукта. Не используйте при наличии видимого осадка или других признаков разложения раствора.

ВЗЯТИЕ И ОБРАБОТКА ОБРАЗЦОВ
Образцы следует собирать в стерильные контейнеры или с помощью стерильного тампона и немедленно передавать в 
лабораторию в соответствии с рекомендациями16.

МЕТОДИКА
Предоставленные материалы. BD BBL Acridine Orange Stain.
Необходимые, но не предоставленные материалы. Флуоресцентный микроскоп, подходящий для работы с акридиновым 
оранжевым, предметные стекла и метанол.

Подготовка, окрашивание и исследование мазков
1. Подготовьте мазок образца для окрашивания на чистом предметном стекле.
2. Дайте высохнуть на воздухе.
3. Закрепите мазок 50 % или 100 % метанолом в течение 1–2 минут.
4. Удалите излишки метанола и дайте мазку высохнуть.
5. Залейте предметное стекло акридиновым оранжевым красителем на 2 минуты.
6. Тщательно промойте водопроводной водой и дайте высохнуть.
7. Мазки можно сначала исследовать при 100–400-кратном увеличении с помощью флуоресцентного микроскопа. Полученные 

данные должны быть подтверждены исследованием при 1000-кратном увеличении с иммерсионным объективом.

КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА
1. Изучите цвет и прозрачность красящего раствора акридинового оранжевого. Раствор должен быть чистым оранжевым и 

без видимого осадка.
2. Определите pH раствора. Значение pH должно быть 3,5–4,0.
3. Проверьте эффективность красителя с помощью 4–6 ч. триптического соевого бульона с 5 % гемокультурами 

организмов, приведенных ниже. Подготовьте мазки (одна культура на предметное стекло) и обработайте, как описано в 
разделе «Подготовка, окрашивание и исследование мазков».

Микроорганизмы Бактерии Фон
Escherichia coli ATCC 25922 Ярко-оранжевые Светло-зеленые эритроциты и желтые, желто-зеленые или 

оранжевые лейкоциты на черном поле.

Enterococcus faecalis ATCC 33186 Ярко-оранжевые Могут быть обнаружены зеленые, желтые, оранжевые или 
красные окрашенные остатки.

ОГРАНИЧЕНИЯ ПРИМЕНЕНИЯ МЕТОДИКИ
Окрашивание акридиновым оранжевым предоставляет предположительную информацию о наличии и идентификации 
микроорганизмов, которые могут присутствовать в образце. Поскольку микроорганизмы, обнаруженные в мазках, включая 
нежизнеспособные, могли попасть из внешних источников, т. е. с устройств сбора образцов, предметных стекол или с водой, 
используемой для промывания, все положительные мазки должны подтверждаться посевом.
Для обнаружения данной методикой требуется концентрация около 104 КОЕ/мл.
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При окрашивании акридиновым оранжевым не различаются грамположительные и грамотрицательные микроорганизмы. 
Методику окраски бактерий по Граму можно проводить с использованием красителя Грама непосредственно поверх 
акридинового оранжевого после удаления иммерсионного масла.
Ядра или гранулы разрушенных активированных лейкоцитов могут походить на кокки при небольшом увеличении, т. е. при 
100–400-кратном. Их можно отличить на основе морфологии при большем увеличении, т. е. при 1000-кратном.
Некоторые типы остатков могут флуоресцировать в окрашенных акридиновым оранжевым мазках. Эти остатки можно 
отличить от микроорганизмов на основе морфологии при большем увеличении.

ОЖИДАЕМЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
Бактерии и грибки окрашиваются в ярко-оранжевый цвет. Фон окрашивается в цвета от черного до желто-зеленого. 
Человеческие эпителиальные и воспалительные клетки, а также остатки тканей окрашиваются в цвета от светло-зеленого 
до желтого. Активированные лейкоциты окрашиваются в желтый, оранжевый или красный цвет в зависимости от уровня 
активации и количества произведенной РНК, тогда как эритроциты или не окрашиваются, или становятся светло-зелеными.
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Служба технической поддержки: обращайтесь к местному представителю компании BD или на сайт www.bd.com.
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