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BD BBL Acridine Orange Stain Floresan boyama tekniğiyle doğrudan smearlarda mikroorganizmaların 

saptanması amacıyla kullanılmak amacıyla tasarlanmıştır.
1 x 250 mL
4 x 250 mL

212536
212537

KULLANIM AMACI
BD BBL Acridine Orange Stain’in (Akridin Turuncusu Boyası), mikroorganizmaların klinik ve klinik olmayan maddelerden hazırlanan 
doğrudan smearlarda floresan mikroskobik yöntemlerle saptanmasında kullanılması tavsiye edilmektedir. Az sayıda organizmanın 
bulunabileceği serebrospinal sıvı gibi normalde steril olan örneklerin hızlı taranmasında ve kan smearlarının veya organizmanın 
arkaplan maddesinden ayrılmasının daha zor olabileceği protein yapıları içeren smearların hızlı incelenmesinde kullanışlıdır.

ÖZET VE AÇIKLAMA
Akridin turuncusu kullanılarak mikroorganizmaların florokromatik boyaması, ilk kez 1942 yılında Strugger ve Hilbrich tarafından 
tanımlanmıştır. Bu tarihten itibaren toprak ve suyun mikrobik içerik açısından incelenmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır. 1975 
yılında, Jones ve Simon, su kaynaklı bakterilerin doğrudan sayımında epifloresan yöntemleri değerlendirmiş ve akridin turuncusunun 
göl, nehir ve deniz suyu örneklerindeki bakteri popülasyonunun tahminlenmesinde en iyi sonuçları verdiğini gözlemlemiştir.1 Akridin 
turuncusu doğrudan sayım (AODC) metodolojisi çöp kaynaklı bakterilerin sayımında kullanılmaktadır.2,3 Heidelberg ve ekibi, deniz 
bakteri popülasyonundaki mevsimsel değişiklikleri inceleyen bir çalışmada AODC’yi kullanmış ve akridin turuncusu boyasının floresan 
oligonükleotid doğrudan sayım (FODC) prosedürlerine kıyasla daha iyi olduğu sonucuna varmıştır.4 Akridin turuncusu kullanılan 
doğrudan epiflorosan filtre tekniği (DEFT), gıda ve su kaynaklı mikrobiyal test yöntemlerinde kullanılmak amacıyla belirlenmiştir.5,6,7,8

Akridin turuncusu, klinik uygulamalarda da kullanılmakta ve kan kültürlerinde gelişen bakterileri vurgulamak amacıyla kullanımı 
geniş çapta kabul görmektedir. 1980 yılında, McCarthy ve Senne, pozitif kan kültürlerinin tanınmasında akridin turuncusu boyasını, 
kör alt kültürlerle karşılaştırmıştır.9 Çalışma sonuçları akridin turuncusu boyanın, kör alt kültürlere alternatif olarak daha hızlı ve ucuz 
olduğunu göstermiştir. Aynı zamanda, akridin turuncusu boyanın, mikroorganizmaların saptanmasında Gram boyamadan daha 
hassas olduğunu ve yaklaşık 1 x 104 CFU (koloni oluşturan birim)/mL konsantrasyonlarda bakterileri saptayabildiğini bildirmişlerdir. 
Lauer, Reller ve Mirret ise serebrospinal sıvı ve diğer klinik maddelerde mikroorganizmaların saptanmasında akridin turuncusuyla 
Gram boyasını karşılaştırmıştır.10 Elde ettikleri sonuçlar, McCarthy ve Senne tarafından raporlananlarla aynı doğrultudadır ve akridin 
turuncusunun, klinik maddelerde mikroorganizmaların saptanmasında Gram boyasından daha duyarlı olan, basit ve hızlı bir boyama 
prosedürü olduğu belirtilmiştir. 
Akridin turuncusu aynı zamanda vajinal smearlarda11, sıtma tanısında12,13 ve mikoplazmalarda14 Trichomonas vaginalis saptaması 
için kullanılmaktadır.

PROSEDÜR İLKELERİ
Akridin turuncusu, bakterilerin nükleik asitlerine ve diğer hücrelere bağlanan florokromatik bir boyadır.15 UV ışığı altında, akridin 
turuncusu RNA ve tek şeritli DNA turuncusunu boyar; çift şeritli DNA yeşil görünür.
pH 3,5–4,0’da tamponlandığında, akridin turuncusu, mikroorganizmaları sellüler maddelerden ayıracak şekilde boyar. Bakteri ve 
mantar  parlak turuncu boyanırken, insan epitelyal ve inflamatuvar hücreleri ile arkaplan debrisi uçuk yeşil ila sarı boyanır. Aktif 
lökositlerin çekirdekleri, aktivasyondan kaynaklanan artan RNA üretimi nedeniyle sarı, turuncu veya kırmızı boyanır. Eritrositler ya 
boyanmaz ya da hafif yeşil görünür.
Bu farklı boyama özellikleri nedeniyle, klinik maddelerden hazırlanmış akridin turuncusuyla boyalı smearlar, mikroorganizma 
varlığının tespiti amacıyla 100X ila 400X büyütmeyle, siyah veya uçuk yeşil ila sarı arkaplan üzerine parlak turuncu saçan floresan 
mikroskopla hızla taranabilir.

REAKTİFLER
BD BBL Acridine Orange Stain (Akridin Turuncusu Boya)
Yaklaşık Formül*
Akridin Turuncusu 0,1 g
Asetat Tamponu, 0,5M 1.000 mL
*Performans kriterlerini karşılamak üzere gereken şekilde ayarlanmış ve/veya desteklenmiştir.
Uyarılar ve Önlemler: In vitro Diyagnostik Kullanım içindir.
Bulaşıcı malzemeleri kullanırken ve atarken, uygun laboratuvar uygulamalarını takip edin.
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BD BBL Acridine Orange Stain (Akridin Turuncusu Boya):

UYARI

H315+H320 Cilt ve gözlerde tahrişe neden olur. H335 Solunum yolu tahrişine yol açabilir. 
P261 Tozunu/dumanını/gazını/sisini/buharını/spreyini solumaktan kaçının. P280 Koruyucu eldiven/koruyucu kıyafet/göz koruyucu/
yüz koruyucu kullanın. P264 Elleçlemeden sonra ile iyice yıkayın. P271 Sadece dışarıda veya iyi havalandırılan bir alanda kullanın. 
P305+P351+P338 GÖZ İLE TEMASI HALİNDE: Su ile birkaç dakika dikkatlice durulayın. Takılı ve yapması kolaysa, kontak 
lensleri çıkartın. Durulamaya devam edin. P321 Özel müdahale gerekli (etikete bakın) P304+P340 SOLUNDUĞUNDA: Zarar 
gören kişiyi temiz havaya çıkartın ve kolay biçimde nefes alması için rahat bir pozisyonda tutun. P312  İyi hissetmiyorsanız, bir 
ZEHİR DANIŞMA MERKEZİ ile veya bir doktorla irtibata geçin. P332+P313 Ciltte tahriş söz konusu ise: Tıbbi yardım/müdahale 
alın. P337+P313 Göz tahrişi kalıcı ise: Tıbbi yardım/bakım alın. P302+P352 DERİ İLE TEMAS HALİNDE İSE: Bol sabun ve su ile 
yıkayın. P362+P364 Kirlenmiş giysilerinizi çıkarın ve yeniden kullanmadan önce yıkayın. P405 Kilit altında saklayın. P403+P233 İyi 
havalandırılmış bir alanda depolayanız. Kabı sıkıca kapalı tutun. P501 İçeriği/kabı ulusal/bölgesel/yerel/uluslararası yönetmeliklere 
göre atın. 
Saklama Talimatları: 15–30 °C’de saklayın. Son kullanma tarihi, belirtilen şekilde saklanan ambalajı açılmamış ürün için geçerlidir.
Ürünün Bozulması: Bir çökelti belirtisi varsa veya çözelti başka bir bozulma belirtisi gösteriyorsa kullanmayın.

ÖRNEK TOPLAMA VE KULLANMA
Örnekler steril kaplara veya steril swablara alınmalı veya önerilen yönergelere uygun şekilde derhal laboratuvara nakledilmelidir.16

PROSEDÜR
Sağlanan malzemeler: BD BBL Acridine Orange Stain (Akridin Turuncusu Boya).
Gerekli fakat sağlanmamış malzemeler: Akridin turuncusuyla kullanmaya uygun floresan mikroskobu, cam mikroskop lamları 
ve metanol.

Smearların Hazırlanması, Boyanması ve İncelenmesi
1. Temiz bir cam lam üzerine boyanacak bir örnek smear’ı hazırlayın.
2. Açık havada kurumaya bırakın.
3. Smear’i 1–2 dk boyunca %50 veya %100 metanolle karıştırın.
4. Fazla metanolü boşaltın ve smear’i kurumaya bırakın.
5. Lamı 2 dk boyunca akridin turuncusu boyayla yıkayın.
6. Musluk suyuyla iyice çalkalayın ve kurumaya bırakın.
7. Smearlar başlangıçta floresan bir mikroskop kullanılarak 100X ila 400X büyütmeyle incelenebilir. Elde edilen bulgular yağ 

imersiyon objektifiyle 1000X’te incelenerek doğrulanmalıdır.

KULLANICI TARAFINDAN KALİTE KONTROLÜ
1. Akridin turuncusu boyama çözeltisini renk ve berraklık açısından inceleyin. Çözelti berrak, turuncu ve çökeltisiz olmalıdır.
2. Çözeltinin pH’ını belirleyin. pH 3,5–4,0 olmalıdır.
3. Aşağıda belirtilen organizmaların %5 koyun kanı içeren Tryptic Soy Broth ortamında gelişen 4–6 s’lik kültürlerini kullanarak 

boyanın performansını kontrol edin. Lam başına bir kültür şeklinde smearları hazırlayın ve Smearların Hazırlanması, Boyanması 
ve İncelenmesi bölümünde anlatıldığı şekilde devam edin.

Organizmalar Bakteri Arkaplan
Escherichia coli ATCC 25922 Parlak turuncu Siyah zemin üzerine uçuk yeşil eritrosit ve sarı, sarı-yeşil veya 

turuncu lökosit.

Enterococcus faecalis ATCC 33186 Parlak turuncu Yeşil, sarı, turuncu veya kırmızı boyanan debris gözlenebilir.

PROSEDÜRÜN KISITLI OLDUĞU ALANLAR
Akridin turuncusu boya, örnekteki mikroorganizma varlığına ve türüne ilişkin ön bilgi sağlar. Cansız mikroroganizmalar da dahil 
olmak üzere smearlarda görülen mikroorganizmalar  örnek toplama cihazları, lamlar veya durulama suyu gibi dış kaynaklardan 
ortaya çıkabildiğinden; tüm pozitif smearlar kültür testiyle doğrulanmalıdır.
Bu yöntemle saptama yapmak için yaklaşık 104 CFU/mL gereklidir.
Akridin turuncusu boya, gram pozitif ile gram negatif organizmaları birbirinden ayırmaz. Gram reaksiyonu, imersiyon yağının 
çıkartılmasından sonra doğrudan akridin turuncusu üzerinde Gram boyamayla belirlenebilir.
Dağılmamış, aktif lökositlerin çekirdekleri veya granülleri, 100X’e 400X gibi küçük büyütme uygulandığında kok gibi görünebilir. 
1000X gibi yüksek büyütmelerde morfoloji temelinde ayrıştırılabilirler.
Belirli debris tipleri, akridin turuncusuyla boyanmış smearlarda parlak ışık verebilir. Debris, yüksek büyütmelerde izlendiğinde, 
mikroorganizmalardan morfoloji temelinde ayrıştırılabilir.



3

BEKLENEN SONUÇLAR VE PERFORMANS ÖZELLİKLERİ
Bakteri ve mantarlar, parlak turuncu boyanır. Arkaplan, siyah ila sarı-yeşil görünür. İnsan epitelyal ve inflamatuvar hücreleri ve doku 
debrisi, uçuk yeşil ila sarı boyanır. Aktif lökositler, aktivasyon seviyesine ve üretilen RNA miktarına bağlı olarak sarı, turuncu veya 
kırmızı boyanacaktır, eritrositler ise ya boyanmaz ya da uçuk yeşile boyanır.
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