& BD BBL Gram Slide

For evaluering av reagenser til gramfarging

og fargeteknikker
LO001610JAA(02)
C € 2015-02

Norsk

Bruksomrade

BD BBL Gram Slide (objektglass) brukes til evaluering og
kvalitetskontroll av reagenser til gramfarging og teknikker.

SAMMENDRAG OG FORKLARING

Prosedyrer til kvalitetskontroll utfgres for & sikre at informasjon som
rapporteres fra laboratorier er ngyaktige, palitelige og reproduserbare.
Reagenser og personale blir overvaket ved fastlagte intervaller for &
dokumentere validiteten av testmetoden.-8 BD BBL Gram objektglass
gir en standardisert, forhandstestet stabil brukskontroll ved testing av
reagenser til gramfarging. De klargjorte glassene eliminerer behovet for
a bruke vekstkulturer til & klargjere glassene.

PROSEDYREPRINSIPPER

Klargjorte glass som inneholder kjente kvalitetskontrollkulturer
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25922)
brukes til & teste reagenser til gramfarging og fargeteknikker. Som

folge av dette kan variabler som kan forarsake ukorrekte testresultater
oppdages og korrigeres.

Et krystallfiolett jodkompleks dannes i protoplasten (ikke celleveggen)
av alle organismer som er farget pa denne prosedyren. Organismer som
kan beholde dette fargekomplekset etter avfarging er klassifisert som
grampositive mens de som kan avfarges og kontrastfarges klassifiseres
som gramnegative.

Ved brudd eller fierning av celleveggen, kan protoplasten til grampositive
(sa vel som gramnegative) celler avfarges og det grampositive attributtet
ga tapt. Dermed synes gramfargingens mekanisme a veere forbundet
med naerveeret av en intakt cellevegg som kan fungere som en barriere
for avfarging av primaerfargen.

Celleveggen er generelt sett ikke-selektivt giennomtrengelig. Det

antas at celleveggen til grampositive celler dehydreres under
gramfargingsprosedyren av alkoholen i avfargingen og mister permeabilitet,
og dermed beholder primzerfargen. Celleveggen til de gramnegative
cellene har imidlertid hgyere fettinnhold og blir lettere gjennomtrengelig nar
behandlet med alkohol, noe som medferer tap av primeerfargen.

REAGENSER

J
BD BBL Gram Slide er et T
vanlig mikroskopobjektglass pa & ¢ ct 1 2 3 4
2,54 x 7,6 cm, preget med 10 8 i—
firkanter. En firkant inneholder s . . , . s

ufargede kontrollorganismer.
De gjenstaende ni firkantene er
tilgjengelige for farging av testisolater. Kontrollfirkanten, merket (Cz),
bestar av en blanding av grampositive kokker og gramnegative basiller,
henholdsvis Staphylococcus aureus ATCC 25923 og Escherichia coli
ATCC 25922. BD BBL Gram objektglass ma varmefikseres fer farging.




Advarsler og forsiktighetsregler:

Ved in vitro diagnostisk bruk.

Kontrollorganismene er kjemisk inaktiverte og lufttarrede pa glasset.
Alle objektglass skal imidlertid handteres som om de har smittefarlig
materiale. Folg riktig, etablert laboratorieprosedyre ved handtering og
avfallsbehandling av smittefarlige materialer.

Pa grunn av mulig overfgring under fargingsprosedyren anbefales dette
produktet ikke til bruk med kliniske praver.

Oppbevaring: Oppbevar BD BBL Gram objektglass under 30 °C.
Glassene skal ikke eksponeres for ekstreme temperaturer.

Utlgpsdatoen gjelder produktet i intakt emballasje nar det er oppbevart
som angitt.

Fargede objektglass er stabile i uendelig tid og kan oppbevares som en
permanent journal.

Produktforringelse: Ikke bruk et produkt hvis det ikke oppfyller
ytelsesspesifikasjonene for identitet og gramreaksjon.

PROSEDYRER
Materiale som fglger med: BD BBL Gram Slide.

Nodvendige materialer som ikke felger med: Reagenser til
gramfarging, glassvarmer eller Bunsenbrenner, fargingsstativ, tang og
vanlig mikroskop med oljekapslingslinse.

Testprosedyre

Varmefikser BD BBL Gram objektglass ved a fgre det to eller tre ganger
gjennom flammen pa en Bunsenbrenner. Eller, hold glasset foran en
mikrobrenner i 5 — 10 sekunder. Ikke overopphet glasset.

1. Farg BD BBL Gram objektglasset sammen med testglassene
ved bruk av gram fargereagenser og fglg anbefalte prosedyrer for
laboratoriet ditt.

2. Hold glassene godt adskilt under fargingsprosedyren for & unnga
krysskontaminerende overfgring av fargingsreagenser fra glass
til glass.
3. Avles det fargede glasset mikroskopisk under en oljekapslingslinse
og noter resultatene.
Kvalitetskontroll utfert av brukeren: Farg glassene med
gramfargingsteknikk og undersgk mikroskopisk. Firkanten “C+” bgr
inneholde en blanding av grampositive kokker og gramnegative staver.

TOLKING AV RESULTATER

Avles gramfargede glass mikroskopisk under en oljekapslingslinse.
Noter utseende av de observerte organismene (dvs. morfologi og farge).

PROSEDYRENS BEGRENSNINGER

Unormal farging eller delvis tap av utstryk pa kontrolldelen av glasset
kan komme av overoppheting under fiksering av testutstryket, uriktig
avfarging, en altfor kraftig vaskeprosedyre eller svekkelse av de
anvendte fargereagensene.’

Antimikrobielle midler kan forarsake gkt resistens av testisolatet mot
avfarging i gramfargingsprosedyren.?

| likhet med alle prosedyrer som involverer tilsetning av flere isolater pa
et enkelt glass finnes muligheten for at noen organismer kan lgsne og
flyte pa glasset under fargingsprosessen. Isolater som viser tvilsomme
eller uventede fargemgnstre bgr undersgkes pa nytt ved bruk av bare et
utstryk pr glass.’



Gramfargingsreaksjonen endres ved fysisk brudd pa bakteriecellevegg
eller protoplast. Celleveggene til grampositive bakterier legger inn en
barriere som forhindrer utvasking av fargekomplekset fra cytoplasmaet.
Celleveggene til gramnegative bakterier inneholder lipider som

er |gselige i organiske Igsningsmidler, som da er frie til & avfarge
cytoplasmaet. Derfor vil ikke en mikroorganisme som er fysisk brutt med
for sterk varme reagere pa gramfarging som forventet.

"Ngye overholdelse av prosedyren og fortolkende kriterier forutsettes for
ngyaktige resultater. Ngyaktigheten er sterkt avhengig av mikrobiologens
oppleering og ferdigheter.”®

Gramfargingsresultater, inkludert organismemorfologi, kan pavirkes av
isolatets alder, bakterien som inneholder autolyttiske enzymsystemer,
kulturer som overfgres fra media som inneholder antibiotika, sa vel som
prever tatt fra pasienter som bruker antibiotika.'0 "Bakgrunnsmateriale
og artefakter kan ogsa virke forstyrrende pa tolkning. Presipitert
grampositiv farging vises vanligvis som uregelmessige, kuleformede
fasonger eller astere som ligner pa soppcelletrader.”10

YTELSESEGENSKAPER

Grampositive organismer vil vises som bla til lilla. Gramnegative
organismer vil vises som rosa til rede.
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