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Svenska
Kat. nr.
BD BBL Acridine Orange Stain For detection av mikroorganismer | direktutstryk med hjalp 1 x 250 mL 212536
av fluorescensfargning 4 x 250 mL 212537

AVSEDD ANVANDNING

BD BBL Acridine Orange Stain rekommenderas for anvandning vid fluorescensmikroskopisk detektion av mikroorganismer |
direktutstryk preparerade fran kliniskt och icke-kliniskt material. Fargamnet ar sarskilt anvandbart vid snabbscreening av normalt
sterila prover, sdsom cerebrospinalvatska, dar fa organismer kan finnas narvarande, och vid snabbundersékning av blodutstryk eller
utstryk innehallande proteinhaltigt material, dar differentiering av organismer fran bakgrundsmaterialet kan vara besvarligare.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Fluorokromfargning av mikroorganismer med akridinorange beskrevs forst av Strugger och Hilbrich 1942. Tekniken har sedan
dess anvants i bred omfattning fér undersdkning mikrober i jord- och vattenprover. 1975 utvarderade Jones och Simon de
epifluorescensmetoder som anvandes for direktrakning av vattenlevande bakterier, och faststallde att akridinorange gav den basta
uppskattningen av bakteriepopulationen i prover fran sjoar, floder och havsvatten.! Metoden for direktrakning med akridinorange
(AODC, Acridine orange direct count) har anvants vid rékning av bakterier pa soptippar.2.3 Heidelberg et al. anvande AODC i en
studie av sésongsvariationer i marina bakteriepopulationer och konkluderade att metoden med akridinorangefargning val kunde
jamféras med fluorescens-direktrakningsmetoder med oligonukleotid (FODC, fluorescent oligonucleotide direct counting).4 Direkt
epifluorescens-filterteknik (DEFT, direct epifluoresent filter technique) med anvandning av akridinorange specificeras i metoderna for
mikrobiell undersdkning av livsmedel och vatten.5.6.7.8

Akridinorange har daven anvants for kliniska tilldmpningar och anvandning av fargamnet for fargning av bakterier i blododlingar ar
numera allmant accepterad. 1980 jamférde McCarthy och Senne akridinorangefargning med "blinda” renodlingar for detektion av
positiva blododlingar.® Resultaten visade att akridinorangefargning &r ett snabbt och billigt alternativ till "blinda” renodlingar. De
rapporterade aven att akridinorangefargning forefoll kansligare an Gramfargning vad gallde detektion av mikroorganismer, och
kunde detektera bakterier i koncentrationer pa cirka 1 x 104 CFU (kolonibildande enheter)/mL. Lauer, Reller och Mirret jamforde
akridinorange med Gramfargning for detektion av mikroorganismer i cerebrospinalvatska och andra kliniska material.10 Deras
resultat 6verensstdmde med de som rapporterats av McCarthy och Senne, och visade att akridinorange ar en enkel och snabb
fargningsmetod som ar kansligare an Gramfargning vad galler detektion av mikrororganismer i kliniska material.

Akridinorange har ocksa anvants for detektion av Trichomonas vaginalis i vaginalutstryk! och for diagnostisering av malaria’2.13
och mykoplasma.14

PRINCIPER FOR METODEN

Akridinorange ar ett fluorokromatiskt fargdmne som binder sig till nukleinsyror i bakterier och andra celler.15 Vid belysning med UV-
ljus lyser akridinorangefargat RNA och enkelstrangat DNA med orange farg; dubbelstrangat DNA ar gront.

Vid buffring till pH 3,5-4,0, fargar akridinorange mikroorganismer sa att dessa kan differentieras fran cellulart material. Bakterier och
svamp blir kraftigt orangefargade, medan humana epitel- och inflammatoriska celler samt bakgrundsmaterial fargas svagt ljusgront
till gult. Cellkarnor i aktiverade leukocyter fargas gula, orangefargade eller réda, beroende pa en 6kad RNA-produktion som resultat
av aktiveringen. Erytrocyter fargas antingen inte alls eller blir svagt gronfargade.

Tack vare denna formaga till differentierad fargning kan akridinorangefargade utstryk beredda fran kliniska prover snabbt screenas
med hjalp av fluorescensmikroskopi med 100X till 400X forstoring, for forekomst av mikroorganismer vilka fluorescerar med stark
orange farg mot en svart eller ljusgron till gul bakgrund.

REAGENSER

BD BBL Acridine Orange Stain

Ungefarlig sammansattning®

Akridinorange 0,19

Acetatbuffert, 0,5 M 1 000 mL

*Justerad och/eller kompletterad efter behov fér att uppfylla funktionskriterierna.

Varningar och forsiktighetsbeaktanden: For in vitro-diagnostik.

Folj korrekta, etablerade laboratorieférfaranden vid hantering och bortskaffning av infektiést material.



BD BBL Acridine Orange Stain:
VARNING

H315+H320 Orsakar hud- och 6gonirritation. H335 Kan orsaka irritation i luftvagarna.

P261 Undvik att inandas damm/rok/gaser/dimma/angor/sprej. P280 Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.
P264 Tvatta grundligt efter anvandning. P271 Anvands endast utomhus eller i val ventilerade utrymmen. P305+P351+P338 VID
KONTAKT MED OGONEN: Skélj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det gér latt. Fortsatt

att skolja. P321 Sarskild behandling (se pa etiketten). P304+P340 VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att
andningen underlattas. P312 Vid obehag, kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller Iakare. P332+P313 Vid hudirritation:
Sok lakarhjalp. P337+P313 Vid bestaende égonirritation: Sok lakarhjélp. P302+P352 VID HUDKONTAKT: Tvatta med mycket tval
och vatten. P362+P364 Ta av nedstankta klader och tvatta dem innan de anvands igen. P405 Forvaras inlast. P403+P233 Forvaras
pa val ventilerad plats. Férpackningen ska forvaras val tillsluten. P501 Innehallet/behallaren ska kasseras i enlighet med lokala/
regionala/nationella/internationella bestammelser.

Forvaringsanvisningar: Forvaras vid 15-30 °C. Utgangsdatum galler for produkt i intakt behallare vid férvaring enligt anvisningarna.
Nedbrytning av produkten: Vid tecken pa fallning eller andra tecken pa forsamring skall produkten ej anvandas.

PROVTAGNING OCH -HANTERING

Proverna skall tas i sterila behallare eller med sterila pinnar och omedelbart transporteras till laboratoriet i enlighet med
rekommenderade riktlinjer.16

FORFARANDE
Tillhandahallet material: BD BBL Acridine Orange Stain.
Material som kravs men ej medféljer: Fluorescensmikroskop lampligt for anvandning med akridinorange, objektglas och metanol.

Preparering, fargning och undersokning av utstryk

Preparera ett utstryk av provet som skall fargas pa ett rent objektglas.
Lat lufttorka.

Fixera utstryket med 50 eller 100 % metanol i 1-2 min.

Hall av 6verflédigt metanol och lat utstryket torka.

Drank objektglaset i akridinorange i 2 min.

Skolj noggrant i ledningsvatten och Iat torka.

Utstryken kan undersodkas initialt med 100X till 400X forstoring i ett fluorescensmikroskop. Fynd bor bekréftas via undersokning
med 1000X forstoring med ett oljeimmersionsobjektiv.

KVALITETSKONTROLL UTFORD AV ANVANDAREN

1. Kontrollera att BD BBL Acridine Orange Stain-l6sningen ar klar och har ratt farg. Lésningen skall vara klar, orangeférgad och ej
innehalla nagon synlig fallning.

2. Bestam Iésningens pH. pH skall vara 3,5-4,0.

3. Kontrollera fargdmnets funktion med anvandning av 4—6 h blododling av nedan angivna organismer pa Tryptic Soy Broth med
5 % farblod. Preparera utstryk med en odling per objektglas, och ga vidare enligt anvisningarna under Preparering, fargning och
undersdkning av utstryk.

N ok wN=

Organismer Bakterier Bakgrund

Escherichia coli ATCC 25922 Kraftigt orangefargad Ljusgrona erytrocyter och gula, gulgrona eller orangefargade
leukocyter mot ett svart falt.

Enterococcus faecalis ATCC 33186 Kraftigt orangefargad Grona, gula, orangefargade eller réda fargrester kan ses.

METODENS BEGRANSNINGAR

Akridinorangefargning ger presumptiv information avseende narvaro och identifiering av mikroorganismer som kan finnas

i provet. Eftersom mikroorganismer som ses i utstryk, inklusive icke-viabla sadana, kan harrora fran externa kallor, sdsom
provtagningsutrustning, objektglas eller vatten som anvéants for skéljning, skall samtliga positiva utstryk bekraftas via odling.

For detektion med denna metod krévs cirka 104 CFU/mL.

Akridinorangefargning kan inte differentiera mellan grampositiva och gramnegativa organismer. Gramreaktionen kan faststéllas med
hjalp av Gramfargning direkt éver akridinorangefargamnet efter att immersionsoljan avlagsnats.

Cellkarnor eller granula fran sénderfallna, aktiverade leukocyter kan likna kocker vid lagre forstoring, dvs. 100X till 400X. Dessa kan
sarskiljas fran varandra genom undersokning av morfologin vid hogre forstoring, dvs. 1000X.

Viss sorts skrap kan fluorescera i akridinorangefargade utstryk. Sadant skrapmaterial kan sarskiljas fran mikroorganismer genom
undersokning av morfologin vid hégre forstoring.



FORVANTADE RESULTAT OCH SPECIFIKA FUNKTIONSEGENSKAPER

Bakterier och svamp blir kraftigt orangefargade. Bakgrundsfargen ar svart till gulgron. Humana epitel- och inflammatoriska celler och
vavnadsrester fargas ljusgrona till gula. Aktiverade leukocyter blir gula, orangefargade eller réda, beroende pa aktiveringsgrad och
mangd producerat RNA, medan erytrocyter antingen inte fargas alls eller blir svagt ljusgrona.
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