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BD BBL Acridine Orange Stain För detection av mikroorganismer I direktutstryk med hjälp 

av fluorescensfärgning
1 x 250 mL
4 x 250 mL
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AVSEDD ANVÄNDNING
BD BBL Acridine Orange Stain rekommenderas för användning vid fluorescensmikroskopisk detektion av mikroorganismer I 
direktutstryk preparerade från kliniskt och icke-kliniskt material. Färgämnet är särskilt användbart vid snabbscreening av normalt 
sterila prover, såsom cerebrospinalvätska, där få organismer kan finnas närvarande, och vid snabbundersökning av blodutstryk eller 
utstryk innehållande proteinhaltigt material, där differentiering av organismer från bakgrundsmaterialet kan vara besvärligare. 

SAMMANFATTNING OCH FÖRKLARING
Fluorokromfärgning av mikroorganismer med akridinorange beskrevs först av Strugger och Hilbrich 1942. Tekniken har sedan 
dess använts i bred omfattning för undersökning mikrober i jord- och vattenprover. 1975 utvärderade Jones och Simon de 
epifluorescensmetoder som användes för direkträkning av vattenlevande bakterier, och fastställde att akridinorange gav den bästa 
uppskattningen av bakteriepopulationen i prover från sjöar, floder och havsvatten.1 Metoden för direkträkning med akridinorange 
(AODC, Acridine orange direct count) har använts vid räkning av bakterier på soptippar.2,3 Heidelberg et al. använde AODC i en 
studie av säsongsvariationer i marina bakteriepopulationer och konkluderade att metoden med akridinorangefärgning väl kunde 
jämföras med fluorescens-direkträkningsmetoder med oligonukleotid (FODC, fluorescent oligonucleotide direct counting).4 Direkt 
epifluorescens-filterteknik (DEFT, direct epifluoresent filter technique) med användning av akridinorange specificeras i metoderna för 
mikrobiell undersökning av livsmedel och vatten.5,6,7,8

Akridinorange har även använts för kliniska tillämpningar och användning av färgämnet för färgning av bakterier i blododlingar är 
numera allmänt accepterad. 1980 jämförde McCarthy och Senne akridinorangefärgning med ”blinda” renodlingar för detektion av 
positiva blododlingar.9 Resultaten visade att akridinorangefärgning är ett snabbt och billigt alternativ till ”blinda” renodlingar. De 
rapporterade även att akridinorangefärgning föreföll känsligare än Gramfärgning vad gällde detektion av mikroorganismer, och 
kunde detektera bakterier i koncentrationer på cirka 1 x 104 CFU (kolonibildande enheter)/mL. Lauer, Reller och Mirret jämförde 
akridinorange med Gramfärgning för detektion av mikroorganismer i cerebrospinalvätska och andra kliniska material.10 Deras 
resultat överensstämde med de som rapporterats av McCarthy och Senne, och visade att akridinorange är en enkel och snabb 
färgningsmetod som är känsligare än Gramfärgning vad gäller detektion av mikrororganismer i kliniska material. 
Akridinorange har också använts för detektion av Trichomonas vaginalis i vaginalutstryk11 och för diagnostisering av malaria12,13 
och mykoplasma.14

PRINCIPER FÖR METODEN
Akridinorange är ett fluorokromatiskt färgämne som binder sig till nukleinsyror i bakterier och andra celler.15 Vid belysning med UV-
ljus lyser akridinorangefärgat RNA och enkelsträngat DNA med orange färg; dubbelsträngat DNA är grönt.
Vid buffring till pH 3,5–4,0, färgar akridinorange mikroorganismer så att dessa kan differentieras från cellulärt material. Bakterier och 
svamp blir kraftigt orangefärgade, medan humana epitel- och inflammatoriska celler samt bakgrundsmaterial färgas svagt ljusgrönt 
till gult. Cellkärnor i aktiverade leukocyter färgas gula, orangefärgade eller röda, beroende på en ökad RNA-produktion som resultat 
av aktiveringen. Erytrocyter färgas antingen inte alls eller blir svagt grönfärgade.
Tack vare denna förmåga till differentierad färgning kan akridinorangefärgade utstryk beredda från kliniska prover snabbt screenas 
med hjälp av fluorescensmikroskopi med 100X till 400X förstoring, för förekomst av mikroorganismer vilka fluorescerar med stark 
orange färg mot en svart eller ljusgrön till gul bakgrund. 

REAGENSER
BD BBL Acridine Orange Stain
Ungefärlig sammansättning*
Akridinorange	 0,1 g
Acetatbuffert, 0,5 M	 1 000 mL
*Justerad och/eller kompletterad efter behov för att uppfylla funktionskriterierna. 
Varningar och försiktighetsbeaktanden: För in vitro-diagnostik.
Följ korrekta, etablerade laboratorieförfaranden vid hantering och bortskaffning av infektiöst material.
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BD BBL Acridine Orange Stain:

VARNING

H315+H320 Orsakar hud- och ögonirritation. H335 Kan orsaka irritation i luftvägarna. 
P261 Undvik att inandas damm/rök/gaser/dimma/ångor/sprej. P280 Använd skyddshandskar/skyddskläder/ögonskydd/ansiktsskydd. 
P264 Tvätta grundligt efter användning. P271 Används endast utomhus eller i väl ventilerade utrymmen. P305+P351+P338 VID 
KONTAKT MED ÖGONEN: Skölj försiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det går lätt. Fortsätt 
att skölja. P321 Särskild behandling (se på etiketten). P304+P340 VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att 
andningen underlättas. P312 Vid obehag, kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller läkare. P332+P313 Vid hudirritation: 
Sök läkarhjälp. P337+P313 Vid bestående ögonirritation: Sök läkarhjälp. P302+P352 VID HUDKONTAKT: Tvätta med mycket tvål 
och vatten. P362+P364 Ta av nedstänkta kläder och tvätta dem innan de används igen. P405 Förvaras inlåst. P403+P233 Förvaras 
på väl ventilerad plats. Förpackningen ska förvaras väl tillsluten. P501 Innehållet/behållaren ska kasseras i enlighet med lokala/
regionala/nationella/internationella bestämmelser.
Förvaringsanvisningar: Förvaras vid 15–30 °C. Utgångsdatum gäller för produkt i intakt behållare vid förvaring enligt anvisningarna.
Nedbrytning av produkten: Vid tecken på fällning eller andra tecken på försämring skall produkten ej användas.

PROVTAGNING OCH -HANTERING
Proverna skall tas i sterila behållare eller med sterila pinnar och omedelbart transporteras till laboratoriet i enlighet med 
rekommenderade riktlinjer.16

FÖRFARANDE
Tillhandahållet material: BD BBL Acridine Orange Stain.
Material som krävs men ej medföljer: Fluorescensmikroskop lämpligt för användning med akridinorange, objektglas och metanol.

Preparering, färgning och undersökning av utstryk
1.	 Preparera ett utstryk av provet som skall färgas på ett rent objektglas.
2.	 Låt lufttorka.
3.	 Fixera utstryket med 50 eller 100 % metanol i 1–2 min.
4.	 Häll av överflödigt metanol och låt utstryket torka.
5.	 Dränk objektglaset i akridinorange i 2 min.
6.	 Skölj noggrant i ledningsvatten och låt torka.
7.	 Utstryken kan undersökas initialt med 100X till 400X förstoring i ett fluorescensmikroskop. Fynd bör bekräftas via undersökning 

med 1000X förstoring med ett oljeimmersionsobjektiv.

KVALITETSKONTROLL UTFÖRD AV ANVÄNDAREN
1.	 Kontrollera att BD BBL Acridine Orange Stain-lösningen är klar och har rätt färg. Lösningen skall vara klar, orangefärgad och ej 

innehålla någon synlig fällning.
2.	 Bestäm lösningens pH. pH skall vara 3,5–4,0.
3. 	 Kontrollera färgämnets funktion med användning av 4–6 h blododling av nedan angivna organismer på Tryptic Soy Broth med 

5 % fårblod. Preparera utstryk med en odling per objektglas, och gå vidare enligt anvisningarna under Preparering, färgning och 
undersökning av utstryk.

Organismer Bakterier Bakgrund
Escherichia coli ATCC 25922 Kraftigt orangefärgad Ljusgröna erytrocyter och gula, gulgröna eller orangefärgade 

leukocyter mot ett svart fält.

Enterococcus faecalis ATCC 33186 Kraftigt orangefärgad �Gröna, gula, orangefärgade eller röda färgrester kan ses.

METODENS BEGRÄNSNINGAR
Akridinorangefärgning ger presumptiv information avseende närvaro och identifiering av mikroorganismer som kan finnas 
i provet. Eftersom mikroorganismer som ses i utstryk, inklusive icke-viabla sådana, kan härröra från externa källor, såsom 
provtagningsutrustning, objektglas eller vatten som använts för sköljning, skall samtliga positiva utstryk bekräftas via odling.
För detektion med denna metod krävs cirka 104 CFU/mL.
Akridinorangefärgning kan inte differentiera mellan grampositiva och gramnegativa organismer. Gramreaktionen kan fastställas med 
hjälp av Gramfärgning direkt över akridinorangefärgämnet efter att immersionsoljan avlägsnats.
Cellkärnor eller granula från sönderfallna, aktiverade leukocyter kan likna kocker vid lägre förstoring, dvs. 100X till 400X. Dessa kan 
särskiljas från varandra genom undersökning av morfologin vid högre förstoring, dvs. 1000X.
Viss sorts skräp kan fluorescera i akridinorangefärgade utstryk. Sådant skräpmaterial kan särskiljas från mikroorganismer genom 
undersökning av morfologin vid högre förstoring.
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FÖRVÄNTADE RESULTAT OCH SPECIFIKA FUNKTIONSEGENSKAPER
Bakterier och svamp blir kraftigt orangefärgade. Bakgrundsfärgen är svart till gulgrön. Humana epitel- och inflammatoriska celler och 
vävnadsrester färgas ljusgröna till gula. Aktiverade leukocyter blir gula, orangefärgade eller röda, beroende på aktiveringsgrad och 
mängd producerat RNA, medan erytrocyter antingen inte färgas alls eller blir svagt ljusgröna.
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