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AVSEDD ANVANDNING

BD BBL Acridine Orange Reagent Droppers (akridinorange-reagenspipetter) anvands for mikroskopisk fluorescensdetektion av
mikroorganismer i direkta utstryk.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Akridinorange, ett fluorokromt fargdmne buffrat vid lagt pH, differentierar mellan starkt orangefargade bakterier och ljusgron- till
gulfargade humanceller och -vavnad.!

Varje pipett innehaller tillrackligt med reagens for att farga ett objektglas.

PRINCIPER FOR METODEN

Akridinorange binds till nukleinsyra i celler och bakterier. Vid granskning under ultraviolett ljus fluorescerar entradigt DNA och

RNA orange, medan dubbeltradigt DNA visas gront. Vid lagt pH (3,5 — 4,0) fargas bakterier och fungus starkt orange. Cellmaterial
fargas ljusgront till gult.2 Aktiverade leukocyters karnor kan fargas orange, gult eller rott beroende av graden 6kad RNA-produktion.
Erytrocyter ar farglosa eller ljust grona.

REAGENSER

Acridine Orange reagenspipetter innehaller 0,5 mL av en 0,01 % lésning med 3,6-bis (dimetylamino) akridinhydroklorid i en
0,5 M acetatbuffert.

Varningar och forsiktighetsbeaktanden:

Avsedd for in vitro-diagnostik.

Folj korrekta laboratorierutiner vid hantering och bortskaffning av infektidst material. Undvik hudkontakt. Skélj noga med vatten
vid spill.

Forvaringsanvisningar: Forvaras vid rumstemperatur 15 — 30 °C. Skyddas mot ljus.

Nedbrytning av produkten: Denna reagens ar hermetiskt innesluten i en ampull, vilken skyddar I6sningen fran kemisk instabilitet
fram till utgangsdatum. Farglésningen skall vara orange, klar och utan tecken pa féllning.

FORFARANDE

Tillhandahallet material: Acridine Orange Reagent Droppers.

Material som kravs men ej medfoljer: Extra odlingsmedier, reagenser, referensorganismer for kvalitetskontroll och sadan
laboratorieutrustning som kravs for forfarandet.

Testforfarande:

1. Bered ett utstryk av provet som skall fargas pa ett objektglas och lat lufttorka.

2. Fixera utstryket med metanol (50 — 100 %) i 2 min, |at éverflédig metanol rinna av och lufttorka.

3. Hall reagenspipetten uppratt och RIKTA SPETSEN BORT FRAN DIG. Grip tag i mitten pa pipetten med tummen och pekfingret
och tryck forsiktigt sa att ampullen bryts sénder inne i pipetten. Viktigt! Ampullen skall brytas nara mitten och endast en
gang. Fortsatt inte att manipulera pipetten eftersom plasten da kan punkteras och kroppsskador kan uppsta.

Knacka pipettens botten i bordsytan nagra ganger. Vand darefter upp och ned for praktisk droppvis dispensering.
Fléda objektglaset med akridinorange i 2 min.
Skolj noggrant med kranvatten och lat lufttorka.

Undersok utstryken initialt vid 100X till 400X med ett fluorescensmikroskop och bekrafta darefter resultaten vid 1000X med
ett oljeimmersionsobjektiv.
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Kvalitetskontroll utférd av anvéndaren:
1. Undersok farglésningen for tecken pa forsamring (se avsnittet "Nedbrytning av produkten”).
2. Kontrollera fargamnets prestanda med farska odlingar av Escherichia coli och Haemophilus influenzae.

Kvalitetskontroll maste utféras i enlighet med géllande bestammelser eller ackrediteringskrav samt laboratoriets etablerade
procedurer for kvalitetskontroll. Det rekommenderas att anvandaren konsulterar tillampliga CLSI-riktlinjer och CLIA-féreskrifter for
lampliga kvalitetskontrollférfaranden.

RESULTAT
Mikroorganismer fargas vanligtvis lysande orange pa en svart, ljusgron eller gul bakgrund.

METODENS BEGRANSNINGAR

1. Akridinorange ger presumptiv information om mikroorganismer som kan férekomma i provet. Eftersom mikroorganismer i
utstryken kan komma fran yttre kallor (dvs. provtagningsutrustning, vatten som anvands, objektglas etc.) skall alla positiva
utstryk bekraftas med odling.

2. Ett minimum pa cirka 104 CFU/mL kravs for detektion med denna metod.3



3. Vissa typer av skrap kan fluorescera i akridinorangeutstryk, men kan urskiljas pa basis av morfologi vid granskning under
hogre forstoring.

4. Akridinorangefargning sarskiljer inte mellan grampositiva och gramnegativa organismer. Gramfargning kan utforas direkt dver
det akridinorangefargade utstryket.

KLINISKA PRESTANDA#

Meseguer et al. utférde en studie dar totalt 1592 blododlingar, utan makroskopiska tecken pa bakteriell tillvaxt under inkuberingens
forsta 12 — 24 h, behandlades med bade akridinorangefargning och blind renodling. Etthundratjugoen (7,6 %) blododlingar var
positiva med en av metoderna; av dessa detekterades 105 (86,8 %) med bade akridinorangefargning och renodling, 5 (4,1 %) av
enbart renodling och 11 (9,1 %) av endast akridinorangefargning. Skillnaden mellan de 116 blododlingarna som var positiva med
akridinorange och de 110 blododlingarna som var positiva med renodling var inte statistiskt signifikant (p>0,1).
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