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Gram boya reaktifleri ve boyama tekniklerinin degerlendirilmesi igindir
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Turkge
Ekin sonundaki sembol sézliigiine bakin.

KULLANIM AMACI

BD BBL Gram Slide (Gram Kesiti), Gram boya reaktiflerinin ve tekniklerinin kalitesinin
degerlendirilmesi ve kontrolu icin kullanilir.

OZET VE ACIKLAMA

Kalite kontroll prosedurleri, laboratuvarlar tarafindan raporlanan bilgilerin dogru, guvenilir
ve tekrarlanabilir olmasini saglamak amaciyla gergeklestirilir. Reaktifler ve galisanlar, test
yonteminin dogrulugunun belirlenmesi igin belirli araliklarla izlenir.’-8 BD BBL Gram Kesiti,
Gram boya reaktifleri test edilirken kullanilmak tizere standardize, 6nceden test edilmis ve
stabil kontrol saglar. Preparat kesidi kullanildiginda, kesit hazirlanmasi igin stok kultlrlerin
bakiminin yapilmasina gerek kalmamaktadir.

PROSEDUR iLKELERI

Bilinen kalite kontrol klturlerini (Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Escherichia

coli ATCC 25922) iceren preparat kesitleri Gram boya reaktiflerinin ve boyama tekniginin
test edilmesi igin kullanilir. Bu sekilde, hatali test sonuglari alinmasina neden olabilecek
degiskenler tespit edilip dizeltilebilir.

Bu proseddir ile boyanan tim organizmalarin protoplastinda (hticre duvarinda degil) bir kristal
viole iyodin bilesigi olusur. Boyanin uzaklastiriimasindan sonra bu bilesigi tutan organizmalar
gram-pozitif; boyayi tutmayan ve birlesik boyanan organizmalar gram-negatif olarak adlandirilir.
Hicre duvarinin pargalanmasi veya gikariimasindan sonra, gram-pozitif hlicrelerin (ve
gram-negatiflerin) protoplastindaki boya uzaklastirilabilir ve gram-pozitif 6zellik kaybolur. Bu
nedenle, Gram boyama mekanizmasi, birincil boyanin uzaklastiriimasini engelleyerek bir
bariyer gorevi Ustlenen bltlin bir hiicre duvarinin varligiyla iliskilidir.

Genelde hicre duvari segici olmayan gegirgendir. Gram boyama prosediri sirasinda, gram-
pozitif hiicre duvarinin boya uzaklastiricisindaki alkol ile dehidre oldugu ve gegirgenligini
kaybettigi, bdylece birincil boyayi tuttugu 6ne sirdimustir. Ancak, gram-negatif hiicrelerin
hiicre duvarinda daha yiksek miktarda yag bulunmaktadir ve alkol uygulandiginda hicre
duvari daha gegirgen hale gelmekte ve bu sekilde birincil boyayi kaybetmektedir.

REAKTIFLER

BD BBL Gram Kesidi, 10 kare basili olan geleneksel bir 2,54 x 7,6 cm mikroskop kesitidir. Bir
karede boyanmamis kontrol organizmalari
bulunmaktadir. Diger dokuz kare test
izolatlarinin boyanmasi igindir. (C+) etiketli
kontrol karesi, sirasiyla gram-pozitif kok ve
gram-negatif basil olan Staphylococcus aureus
ATCC 25923 ve Escherichia coli ATCC 25922
karigimini igerir. BD BBL Gram Kesiti boyama
isleminden 6nce Islyla sabitlenmelidir.
Uyarilar ve Onlemler:

In vitro Diyagnostik Kullanim igindir.

Kontrol organizmalari kesit tizerinde kimyasal olarak inaktive edilmis ve havayla
kurutulmustur. Ancak, tim kesitler bulasici malzeme icerebilecegi kabul edilerek islenmelidir.
Bulasici malzemeleri kullanirken ve atarken, uygun laboratuvar uygulamalarini takip edin.
Boyama proseddirii sirasinda gergeklesebilecek olasi bir organizma kontaminasyonu
nedeniyle, bu Uriinlin klinik 6rneklerle kullaniimasi 6nerilimez.

Saklama: BD BBL Gram Kesidini 30 °C'den dlistk sicakliklarda saklayin. Kesitleri agir yiksek veya
diistik sicakliklara maruz birakmayin.

Son kullanma tarihi, belirtilen sekilde saklanan agilmamis kaplar igin gecerlidir.

Boyanan kesitler siiresiz olarak stabildir ve kalici kayit olarak saklanabilir.

Uriiniin Bozulmasi: Tanitici ve Gram reaksiyonu performans spesifikasyonlarina uymayan
Uruinleri kullanmayin.

PROSEDURLER

Saglanan Malzemeler: BD BBL Gram Kesidi.

Gerekli Fakat Saglanmamig Malzemeler: Gram boya reaktifleri, kesit isiticisi veya Bunsen
beki, boyama yuvasi, forseps ve yag imersiyon lensli geleneksel mikroskop.
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Test Prosediirii

BD BBL Gram Kesitini yanan Bunsen beki alevinden iki ila U¢ kez gegirerek isiyla

sabitleyin. Alternatif olarak, kesit 5-10 saniye boyunca mikro insineratére dogru tutulabilir.

Asiri 1sitmayin.

1. BD BBL Gram Boyasini, Gram boya reaktiflerini kullanarak ve laboratuvarinizin énerilen
proseddirlerini uygulayarak test kesitleri ile birlikte boyayin.

2. Boyama sirasinda, boya reaktiflerinin bir kesitten digerine bulasmasi sonucu olusabilecek
capraz kontaminasyonlari engellemek icin kesitleri birbirlerinden uzakta tutun.

3. Boyanan kesidi yag imersiyon lensi altinda mikroskobik olarak inceleyin ve
sonuglari kaydedin.

Kullanici Tarafindan Kalite Kontrolii: Kesitleri Gram boya teknigi kullanarak boyayin ve

mikroskobik olarak inceleyin. “C+” karesi gram-pozitif kok ve gram-negatif basil

karigimi igermelidir.

SONUGLARIN YORUMLANMASI

Gram boyanan kesitleri yag imersiyon lensli bir mikroskopla inceleyin. Gézlenen
organizmalarin goriinimind (morfolojisini ve rengini) kaydedin.

PROSEDURUN KISITLI OLDUGU ALANLAR

Anormal boyama veya kesit (izerindeki kontrol béliimiine siiriilen materyalin kismen
kaybolmasi, test 6rneginin sabitleme sirasinda asiri isitimasindan, boyanin uygun olmayan
sekilde gideriimesinden, asiri kuvvetli yikama prosediirii uygulanmasindan veya kullanilan
boyama reaktiflerinin bozulmus olmasindan kaynaklanabilir.!

Antimikrobiyal ajanlar, Gram boyama prosediiri sirasinda test izolatinin boyanin
uzaklastirilmasina duyarliliginin artmasina neden olabilir."

Tek bir kesite birden fazla izolatin eklendigi her test prosediriinde oldugu gibi, boyama
sirasinda bazi organizmalarin kaybolmasi ve kesit (izerinde hareket etmesi olasidir. Stpheli
veya beklenmedik boyama 6zellikleri gosteren izolatlar, her kesite tek stirme uygulanarak
tekrar incelenmelidir.

Gram boya reaksiyonu bakteri hiicre duvarinin veya protoplastinin fiziksel olarak
pargalanmasindan etkilenir. Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarlari, boya bilesiminin
sitoplazmadan gegmesini engelleyen bir bariyer rolli Ustlenir. Gram-negatif bakterilerin

hiicre duvarlari organik ¢éziiciilerde ¢éziinebilen ve bu sekilde sitoplazmadan boyanin
uzaklastirimasina olanak taniyan yaglar icerir. Bu nedenle, asiri 1sitma sonucu fiziksel olarak
pargalanan bir mikroorganizma Gram boyamaya beklenen sekilde yanit vermez.

“Dogru sonuglar alinmasi igin prosedurin dikkatle takip edilmesi ve yorumlayici kriterlerin
belirlenmesi gerekir. Dogruluk, blyilk oranda mikrobiyologun egitim ve deneyim
seviyesine baghdir.”®

Organizmanin morfolojisi de dahil olmak lizere Gram boya sonuglari; izolatin yasi, otolitik
enzim sistemlerine sahip bakterilerin varlidi, antibiyotik iceren ortamdan aktarilan kiilturler

ve antibiyotik kullanan hastalardan alinan érnekler gibi faktérlere baghdir.10 “Arkaplandaki
malzemeler ve kalintilar da yorumu etkileyebilir. Tortu igeren gram-pozitif boya genellikle,
diizensiz kokoid sekiller veya mantar hifalarina benzeyen asterler seklinde goérilir.”10

PERFORMANS OZELLIKLERI

Gram-pozitif organizmalar mavi ila mor renklerde gorilir. Gram-negatif organizmalar pembe
ila kirmizi renklerde gordldr.
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