
1

Ekin sonundaki sembol sözlüðüne bakýn.

KULLANIM AMACI

BD BBL Gram Slide (Gram Kesiti), Gram boya reaktiflerinin ve tekniklerinin kalitesinin 
deðerlendirilmesi ve kontrolü için kullanýlýr.

ÖZET VE AÇIKLAMA

Kalite kontrolü prosedürleri, laboratuvarlar tarafýndan raporlanan bilgilerin doðru, güvenilir 
ve tekrarlanabilir olmasýný saðlamak amacýyla gerçekleþtirilir. Reaktifler ve çalýþanlar, test 
yönteminin doðruluðunun belirlenmesi için belirli aralýklarla izlenir.1-8 BD BBL Gram Kesiti, 
Gram boya reaktifleri test edilirken kullanýlmak üzere standardize, önceden test edilmiþ ve 
stabil kontrol saðlar. Preparat kesidi kullanýldýðýnda, kesit hazýrlanmasý için stok kültürlerin 
bakýmýnýn yapýlmasýna gerek kalmamaktadýr.

PROSEDÜR ÝLKELERÝ

Bilinen kalite kontrol kültürlerini (Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Escherichia 
coli ATCC 25922) içeren preparat kesitleri Gram boya reaktiflerinin ve boyama tekniðinin 
test edilmesi için kullanýlýr. Bu þekilde, hatalý test sonuçlarý alýnmasýna neden olabilecek 
deðiþkenler tespit edilip düzeltilebilir.

Bu prosedür ile boyanan tüm organizmalarýn protoplastýnda (hücre duvarýnda deðil) bir kristal 
viole iyodin bileþiði oluþur. Boyanýn uzaklaþtýrýlmasýndan sonra bu bileþiði tutan organizmalar 
gram-pozitif; boyayý tutmayan ve birleþik boyanan organizmalar gram-negatif olarak adlandýrýlýr.

Hücre duvarýnýn parçalanmasý veya çýkarýlmasýndan sonra, gram-pozitif hücrelerin (ve 
gram-negatiflerin) protoplastýndaki boya uzaklaþtýrýlabilir ve gram-pozitif özellik kaybolur. Bu 
nedenle, Gram boyama mekanizmasý, birincil boyanýn uzaklaþtýrýlmasýný engelleyerek bir 
bariyer görevi üstlenen bütün bir hücre duvarýnýn varlýðýyla iliþkilidir.

Genelde hücre duvarý seçici olmayan geçirgendir. Gram boyama prosedürü sýrasýnda, gram-
pozitif hücre duvarýnýn boya uzaklaþtýrýcýsýndaki alkol ile dehidre olduðu ve geçirgenliðini 
kaybettiði, böylece birincil boyayý tuttuðu öne sürülmüþtür. Ancak, gram-negatif hücrelerin 
hücre duvarýnda daha yüksek miktarda yað bulunmaktadýr ve alkol uygulandýðýnda hücre 
duvarý daha geçirgen hale gelmekte ve bu þekilde birincil boyayý kaybetmektedir.

REAKTÝFLER

BD BBL Gram Kesidi, 10 kare basýlý olan geleneksel bir 2,54 x 7,6 cm mikroskop kesitidir. Bir 
karede boyanmamýþ kontrol organizmalarý 
bulunmaktadýr.  Diðer dokuz kare test 
izolatlarýnýn boyanmasý içindir. (C±) etiketli 
kontrol karesi, sýrasýyla gram-pozitif kok ve 
gram-negatif basil olan Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 ve Escherichia coli ATCC 25922 
karýþýmýný içerir. BD BBL Gram Kesiti boyama  
iþleminden önce ýsýyla sabitlenmelidir.

Uyarýlar ve Önlemler:

In vitro Diyagnostik Kullaným içindir.

Kontrol organizmalarý kesit üzerinde kimyasal olarak inaktive edilmiþ ve havayla 
kurutulmuþtur. Ancak, tüm kesitler bulaþýcý malzeme içerebileceði kabul edilerek iþlenmelidir. 
Bulaþýcý malzemeleri kullanýrken ve atarken, uygun laboratuvar uygulamalarýný takip edin.

Boyama prosedürü sýrasýnda gerçekleþebilecek olasý bir organizma kontaminasyonu 
nedeniyle, bu ürünün klinik örneklerle kullanýlmasý önerilmez.

Saklama: BD BBL Gram Kesidini 30 °C'den düþük sýcaklýklarda saklayýn. Kesitleri aþýrý yüksek veya 
düþük sýcaklýklara maruz býrakmayýn.

Son kullanma tarihi, belirtilen þekilde saklanan açýlmamýþ kaplar için geçerlidir.

Boyanan kesitler süresiz olarak stabildir ve kalýcý kayýt olarak saklanabilir.

Ürünün Bozulmasý: Tanýtýcý ve Gram reaksiyonu performans spesifikasyonlarýna uymayan 
ürünleri kullanmayýn.

PROSEDÜRLER

Saðlanan Malzemeler: BD BBL Gram Kesidi.

Gerekli Fakat Saðlanmamýþ Malzemeler: Gram boya reaktifleri, kesit ýsýtýcýsý veya Bunsen 
beki, boyama yuvasý, forseps ve yað imersiyon lensli geleneksel mikroskop.

B BBL Gram Slide
 Gram boya reaktifleri ve boyama tekniklerinin deðerlendirilmesi içindir
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Test Prosedürü

BD BBL Gram Kesitini yanan Bunsen beki alevinden iki ila üç kez geçirerek ýsýyla 
sabitleyin. Alternatif olarak, kesit 5–10 saniye boyunca mikro insineratöre doðru tutulabilir. 
Aþýrý ýsýtmayýn.

1. BD BBL Gram Boyasýný, Gram boya reaktiflerini kullanarak ve laboratuvarýnýzýn önerilen 
prosedürlerini uygulayarak test kesitleri ile birlikte boyayýn.

2. Boyama sýrasýnda, boya reaktiflerinin bir kesitten diðerine bulaþmasý sonucu oluþabilecek 
çapraz kontaminasyonlarý engellemek için kesitleri birbirlerinden uzakta tutun.

3. Boyanan kesidi yað imersiyon lensi altýnda mikroskobik olarak inceleyin ve  
sonuçlarý kaydedin.

Kullanýcý Tarafýndan Kalite Kontrolü: Kesitleri Gram boya tekniði kullanarak boyayýn ve 
mikroskobik olarak inceleyin. “C±” karesi gram-pozitif kok ve gram-negatif basil  
karýþýmý içermelidir.

SONUÇLARIN YORUMLANMASI

Gram boyanan kesitleri yað imersiyon lensli bir mikroskopla inceleyin. Gözlenen 
organizmalarýn görünümünü (morfolojisini ve rengini) kaydedin.

PROSEDÜRÜN KISITLI OLDUGU ALANLAR

Anormal boyama veya kesit üzerindeki kontrol bölümüne sürülen materyalin kýsmen 
kaybolmasý, test örneðinin sabitleme sýrasýnda aþýrý ýsýtýlmasýndan, boyanýn uygun olmayan 
þekilde giderilmesinden, aþýrý kuvvetli yýkama prosedürü uygulanmasýndan veya kullanýlan 
boyama reaktiflerinin bozulmuþ olmasýndan kaynaklanabilir.1

Antimikrobiyal ajanlar, Gram boyama prosedürü sýrasýnda test izolatýnýn boyanýn 
uzaklaþtýrýlmasýna duyarlýlýðýnýn artmasýna neden olabilir.1

Tek bir kesite birden fazla izolatýn eklendiði her test prosedüründe olduðu gibi, boyama 
sýrasýnda bazý organizmalarýn kaybolmasý ve kesit üzerinde hareket etmesi olasýdýr. Þüpheli 
veya beklenmedik boyama özellikleri gösteren izolatlar, her kesite tek sürme uygulanarak 
tekrar incelenmelidir.1

Gram boya reaksiyonu bakteri hücre duvarýnýn veya protoplastýnýn fiziksel olarak 
parçalanmasýndan etkilenir. Gram-pozitif bakterilerin hücre duvarlarý, boya bileþiminin 
sitoplazmadan geçmesini engelleyen bir bariyer rolü üstlenir. Gram-negatif bakterilerin 
hücre duvarlarý organik çözücülerde çözünebilen ve bu þekilde sitoplazmadan boyanýn 
uzaklaþtýrýlmasýna olanak tanýyan yaðlar içerir. Bu nedenle, aþýrý ýsýtma sonucu fiziksel olarak 
parçalanan bir mikroorganizma Gram boyamaya beklenen þekilde yanýt vermez.

“Doðru sonuçlar alýnmasý için prosedürün dikkatle takip edilmesi ve yorumlayýcý kriterlerin 
belirlenmesi gerekir. Doðruluk, büyük oranda mikrobiyoloðun eðitim ve deneyim 
seviyesine baðlýdýr.”9

Organizmanýn morfolojisi de dahil olmak üzere Gram boya sonuçlarý; izolatýn yaþý, otolitik 
enzim sistemlerine sahip bakterilerin varlýðý, antibiyotik içeren ortamdan aktarýlan kültürler 
ve antibiyotik kullanan hastalardan alýnan örnekler gibi faktörlere baðlýdýr.10 “Arkaplandaki 
malzemeler ve kalýntýlar da yorumu etkileyebilir. Tortu içeren gram-pozitif boya genellikle, 
düzensiz kokoid þekiller veya mantar hifalarýna benzeyen asterler þeklinde görülür.”10

PERFORMANS ÖZELLIKLERI

Gram-pozitif organizmalar mavi ila mor renklerde görülür. Gram-negatif organizmalar pembe 
ila kýrmýzý renklerde görülür.
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