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PRZEZNACZENIE

Szkietko BD BBL Gram Slide stuzy do oceny i kontrolowania jakosci sposobéw barwienia
i odczynnikéw do barwienia metoda Grama.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIA

W celu zapewnienia doktadnosci, wiarygodnosci i powtarzalnosci wynikéw podawanych
przez laboratoria sg stosowane procedury kontroli jakosci. W ustalonych z géry odstepach
czasu monitoruje sie odczynniki oraz personel w celu udokumentowania prawidtowosci
metody badania.'® Szkietko BD BBL Gram Slide zapewnia standaryzowany, wstepnie
opracowany test kontrolny do stosowania przy badaniu odczynnikéw do barwienia
metoda Grama. Tak przygotowane szkietko eliminuje koniecznos¢ utrzymywania hodowli
macierzystej do sporzadzania szkietek.

ZASADY PROCEDURY

Do testowania sposobéw barwienia i odczynnikéw do barwienia metoda Grama stosuje sie
gotowe szkietka, zawierajace znane hodowle do kontroli jakosci (Staphylococcus aureus
ATCC 25923 i Escherichia coli ATCC 25922). Zastosowanie ich umozliwia wykrycie i skory-
gowanie czynnikdw, ktére mogtyby spowodowac zafatszowanie wynikow oznaczen.

W protoplascie (nie w $cianie komorkowej) wszystkich drobnoustrojéw barwionych ta
metoda tworzg sie postacie komplekséw fioletu krystalicznego i jodu. Drobnoustroje,
ktére sg w stanie utrzymac ten kompleks barwnikéw po odbarwieniu, klasyfikuje sie jako
Gram-dodatnie, natomiast drobnoustroje, ktére mozna odbarwi¢ i zabarwi¢ kontrastowo,
klasyfikuje sie jako Gram-ujemne.

Po rozerwaniu lub usunieciu $ciany komoérkowej protoplast komérek Gram-dodatnich
(jak réwniez Gram-ujemnych) mozna odbarwi¢, przez co znika cecha odrézniajaca
komorki Gram-dodatnie od Gram-ujemnych. Wydaje sie zatem, ze mechanizm barwienia
metoda Grama jest zwigzany z obecnoscig nienaruszonej sciany komodrkowej, ktéra jest w
stanie spetnia¢ funkcje bariery, chronigcej przed wyptukaniem pierwszego barwnika.

Ogolnie rzecz biorac, sciana komérkowa jest nieselektywnie przepuszczalna. Istniejg teorie,
wedtug ktorych w czasie barwienia metoda Grama $ciana komérkowa komérek Gram-
dodatnich ulega odwodnieniu pod wptywem alkoholu zawartego w srodku odbarwiajgcym
i traci swoja przepuszczalnosé, przez co pierwszy barwnik ulega zatrzymaniu. Sciana
komérkowa komoérek Gram-ujemnych cechuje sie natomiast wiekszg zawartoscia lipidow i
po potraktowaniu alkoholem staje sie bardziej przepuszczalna, co powoduje wydostawanie
sie z niej pierwszego barwnika.

ODCZYNNIKI

Szkietko BD BBL Gram Slide jest konwencjonalnym szkietkiem mikroskopowym o wymia-
rach 26 x 76 mm, z nadrukowanymi

10 kwadratami. W jednym z kwadratow
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kwadratach mozna barwi¢ badane izolaty. | o 6
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dodatnich — Staphylococcus aureus ATCC
25923 i pateczek Gram-ujemnych — Escherichia coli ATCC 25922. Przed wybarwieniem
szkietko BD BBL Gram Slide nalezy utrwali¢ w wysokiej temperaturze.

Ostrzezenia i srodki ostroznosci:
Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Drobnoustroje kontrolne unieczynniono chemicznie i wysuszono na szkietku strumieniem
powietrza. Wszystkie szkietka nalezy jednak traktowac jak materiat potencjalnie zakazny.
Nalezy przestrzega¢ odpowiednich, ustalonych procedur laboratoryjnych dotyczacych
obchodzenia si¢ z materiatami zakaznymi oraz ich utylizacji.

Ze wzgledu na mozliwos¢ przenoszenia drobnoustrojow w czasie procedury barwienia,
nie zaleca sie stosowania tego produktu z prébkami klinicznymi.

Przechowywanie: Szkietka BD BBL Gram Slide nalezy przechowywac w temperaturze
ponizej 30 °C. Nie wystawiac szkietek na dziatanie skrajnych temperatur.



Data waznosci dotyczy produktu w nienaruszonym opakowaniu przechowywanego
zgodnie z instrukcja.

Zabarwione szkietka zachowuija stabilnos¢ przez czas nieokreslony i mozna je przechowywac
jako rejestr staty.

Pogorszenie jakosci produktu: Produktu nie nalezy stosowag, jezeli nie spetnia specyfikacji
wydajnosci w odniesieniu do identyfikacji i reakcji Grama.

PROCEDURY

Dostarczane materiaty: Szkietko BD BBL Gram Slide.

Materiaty wymagane, ale niedostarczane: Odczynniki do barwienia metodg Grama,
aparat do ogrzewania szkietek lub palnik Bunsena, taca do barwienia, szczypce oraz
konwencjonalny mikroskop z obiektywem imersyjnym.

Procedura testowa:

Szkietko BD BBL Gram Slide utrwali¢ w wysokiej temperaturze, przesuwajac je dwu- lub
trzykrotnie nad ptomieniem palnika Bunsena. Zamiast tego mozna potrzymac szkietko
przez 5-10 sekund przed piecem do spopielania. Nie przegrzewac.

1. Zabarwic szkietko BD BBL Gram Slide jednoczesnie ze szkietkami badanymi, stosujac
odczynniki do barwienia metodg Grama i przestrzegajac procedur zalecanych
w danym laboratorium.

2. W czasie procedury barwienia trzymac szkietka oddzielnie od szkietek z probkami
klinicznymi, aby unikna¢ zanieczyszczenia krzyzowego i przeniesienia odczynnikéw do
barwienia z jednego szkietka na drugie.

3. Zabarwione szkietko oceni¢ pod obiektywem imersyjnym mikroskopu. Wyniki zapisac.

Kontrola jakosci przez uzytkownika: Szkietka zabarwi¢ metodg Grama i oceni¢ pod
mikroskopem. Kwadrat oznaczony symbolem ,,C+” powinien zawiera¢ mieszaning
ziarniakow Gram-dodatnich i pateczek Gram-ujemnych.

INTERPRETACJA WYNIKOW
Szkietka zabarwione metodg Grama ocenia¢ pod obiektywem imersyjnym mikroskopu.
Odnotowa¢ wyglad zaobserwowanych drobnoustrojéw (tzn. ich morfologieg i zabarwienie).

OGRANICZENIA PROCEDURY

Nieprawidtowe barwienie lub czesciowy brak rozmazu na czesci kontrolnej szkietka

moze by¢ skutkiem nadmiernego ogrzania w czasie utrwalania rozmazu testowego,
niewtasciwego odbarwienia, zbyt silnego ptukania lub pogorszenia jakosci stosowanych do
barwienia odczynnikéw.!

Srodki przeciwko drobnoustrojom moga powodowa¢ zwiekszenie podatnosci badanego
izolatu na odbarwienie w procedurze barwienia metoda Grama.'

Podobnie jak w przypadku kazdej procedury obejmujacej dodawanie do jednego szkietka
wielu izolatéw, niektdére drobnoustroje mogg odtgczyc sie i ptywac na powierzchni szkietka
w czasie barwienia. Izolaty wykazujace watpliwy lub nieoczekiwany wzorzec barwienia
nalezy ponownie przebada¢, stosujac jeden rozmaz na jedno szkietko.!

Reakcja barwienia metoda Grama ulega zaburzeniu w przypadku fizycznego uszkodzenia
$ciany komérkowej bakterii lub protoplastu. Sciana komérkowa bakterii Gram-dodatnich
stanowi bariere zapobiegajaca wyciekaniu kompleksu barwnika z cytoplazmy. Sciana
komorkowa bakterii Gram-ujemnych zawiera lipidy rozpuszczalne w rozpuszczalnikach
organicznych, ktére uwalniaja sie i odbarwiajg cytoplazme. Drobnoustréj uszkodzony
fizycznie przez nadmierne ogrzanie nie bedzie zatem reagowat w oczekiwany sposéb
podczas barwienia metodg Grama.

W celu uzyskania doktadnych wynikéw konieczne jest $ciste stosowanie sie do procedury
i kryteriéw interpretacji. Doktadnos¢ w duzym stopniu zalezy od wyszkolenia i
umiejetnosci mikrobiologa.”?

Na wyniki barwienia metoda Grama, w tym takze na morfologie drobnoustrojow, wptywa
czas od pobrania izolatu, obecnos¢ w bakteriach autolitycznych uktadéw enzymatycznych,
stosowanie hodowli przeniesionych z pozywek zawierajacych antybiotyki lub prébek
pobranych od pacjentéw przyjmujacych antybiotyki.” , Interpretacje moze takze

zaktécac¢ materiat tha oraz artefakty. Strgcony barwnik Gram-dodatni ma zwykle ksztatt
nieregularnych ziaren lub kwiatéw astra, przypominajacy strzepki grzybni.”

CHARAKTERYSTYKA OZNACZENIA
Drobnoustroje Gram-dodatnie przybierajg zabarwienie od niebieskiego do fioletowego.
Drobnoustroje Gram-ujemne przybieraja zabarwienie od rézowego do czerwonego.
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