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PRZEZNACZENIE
Szkie³ko BD BBL Gram Slide s³u¿y do oceny i kontrolowania jakoœci sposobów barwienia 
i odczynników do barwienia metod¹ Grama.

STRESZCZENIE I OBJAŒNIENIA
W celu zapewnienia dok³adnoœci, wiarygodnoœci i powtarzalnoœci wyników podawanych 
przez laboratoria s¹ stosowane procedury kontroli jakoœci. W ustalonych z góry odstêpach 
czasu monitoruje siê odczynniki oraz personel w celu udokumentowania prawid³owoœci 
metody badania.1-8 Szkie³ko BD BBL Gram Slide zapewnia standaryzowany, wstêpnie 
opracowa ny test kontrolny do stosowania przy badaniu odczynników do barwienia 
metod¹ Grama. Tak przygotowane szkie³ko eliminuje koniecznoœæ utrzymywania hodowli 
macierzystej do sporz¹dzania szkie³ek.

ZASADY PROCEDURY
Do testowania sposobów barwienia i odczynników do barwienia metod¹ Grama stosuje siê 
gotowe szkie³ka, zawieraj¹ce znane hodowle do kontroli jakoœci (Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 i Escherichia coli ATCC 25922). Zastosowanie ich umo¿liwia wykrycie i skory-
gowanie czynników, które mog³yby spowodowaæ zafa³szowanie wyników oznaczeñ.

W protoplaœcie (nie w œcianie komórkowej) wszystkich drobnoustrojów barwionych t¹ 
metod¹ tworz¹ siê postacie kompleksów fioletu krystalicznego i jodu. Drobnoustroje, 
które s¹ w stanie utrzymaæ ten kompleks barwników po odbarwieniu, klasyfikuje siê jako 
Gram- dodatnie, natomiast drobnoustroje, które mo¿na odbarwiæ i zabarwiæ kontrastowo, 
klasyfikuje siê jako Gram-ujemne.

Po rozerwaniu lub usuniêciu œciany komórkowej protoplast komórek Gram-dodatnich  
(jak równie¿ Gram-ujemnych) mo¿na odbarwiæ, przez co znika cecha odró¿niaj¹ca 
komórki Gram-dodatnie od Gram-ujemnych. Wydaje siê zatem, ¿e mechanizm barwienia 
metod¹ Grama jest zwi¹zany z obecnoœci¹ nienaruszonej œciany komórkowej, która jest w 
stanie spe³niaæ funkcjê bariery, chroni¹cej przed wyp³ukaniem pierwszego barwnika.

Ogólnie rzecz bior¹c, œciana komórkowa jest nieselektywnie przepuszczalna. Istniej¹ teorie, 
wed³ug których w czasie barwienia metod¹ Grama œciana komórkowa komórek Gram-
dodatnich ulega odwodnieniu pod wp³ywem alkoholu zawartego w œrodku odbarwiaj¹cym 
i traci swoj¹ przepuszczalnoœæ, przez co pierwszy barwnik ulega zatrzymaniu. Œciana 
komórkowa komórek Gram-ujemnych cechuje siê natomiast wiêksz¹ zawartoœci¹ lipidów i 
po potraktowaniu alkoholem staje siê bardziej przepuszczalna, co powoduje wydostawanie 
siê z niej pierwszego barwnika.

ODCZYNNIKI
Szkie³ko BD BBL Gram Slide jest konwencjonalnym szkie³kiem mikroskopowym o wymia-
rach 26 x 76 mm, z nadru kowanymi 
10 kwadratami. W jednym z kwadratów 
znaj duj¹ siê niewybarwione drobnoustroje 
kontrolne. W pozosta³ych dziewiêciu 
kwa  dratach mo¿na barwiæ badane izolaty. 
Kwadrat kontrolny, ozna czany symbolem 
(C±), zawiera mieszaninê ziarniaków Gram-
dodatnich — Staphylococcus aureus ATCC 
25923 i pa³eczek Gram-ujemnych — Escherichia coli ATCC 25922. Przed wybarwieniem 
szkie³ko BD BBL Gram Slide nale¿y utrwaliæ w wysokiej temperaturze.

Ostrze¿enia i œrodki ostro¿noœci: 
Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Drobnoustroje kontrolne unieczynniono chemicznie i wysuszono na szkie³ku strumieniem 
powietrza. Wszystkie szkie³ka nale¿y jednak traktowaæ jak materia³ potencjalnie zakaŸny. 
Nale¿y przestrzegaæ odpowiednich, ustalonych procedur laboratoryjnych dotycz¹cych 
obchodzenia siê z materia³ami zakaŸnymi oraz ich utylizacji.

Ze wzglêdu na mo¿liwoœæ przenoszenia drobnoustrojów w czasie procedury barwienia, 
nie zaleca siê stosowania tego produktu z próbkami klinicznymi.

Przechowywanie: Szkie³ka BD BBL Gram Slide nale¿y przechowywaæ w tempe ra tu  rze 
poni¿ej 30 °C. Nie wystawiaæ szkie³ek na dzia³anie skrajnych temperatur.
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Data wa¿noœci dotyczy produktu w nienaruszonym opakowaniu przechowywanego 
zgodnie z instrukcj¹.

Zabarwione szkie³ka zachowuj¹ stabilnoœæ przez czas nieokreœlony i mo¿na je przechowywaæ 
jako rejestr sta³y.

Pogorszenie jakoœci produktu: Produktu nie nale¿y stosowaæ, je¿eli nie spe³nia specyfikacji 
wydaj noœci w odniesieniu do identyfikacji i reakcji Grama.

PROCEDURY
Dostarczane materia³y: Szkie³ko BD BBL Gram Slide.

Materia³y wymagane, ale niedostarczane: Odczynniki do barwienia metod¹ Grama, 
aparat do ogrzewania szkie³ek lub palnik Bunsena, taca do barwienia, szczypce oraz 
konwencjonalny mikroskop z obiektywem imersyjnym.

Procedura testowa:
Szkie³ko BD BBL Gram Slide utrwaliæ w wysokiej temperaturze, przesuwaj¹c je dwu- lub 
trzykrotnie nad p³omieniem palnika Bunsena. Zamiast tego mo¿na potrzymaæ szkie³ko 
przez 5-10 sekund przed piecem do spopielania. Nie przegrzewaæ.

1. Zabarwiæ szkie³ko BD BBL Gram Slide jednoczeœnie ze szkie³kami badanymi, stosuj¹c 
odczynniki do barwienia metod¹ Grama i przestrzegaj¹c procedur zalecanych 
w danym laboratorium.

2. W czasie procedury barwienia trzymaæ szkie³ka oddzielnie od szkie³ek z próbkami 
kli ni cznymi, aby unikn¹æ zanieczyszczenia krzy¿owego i przeniesienia odczynników do 
barwienia z jednego szkie³ka na drugie.

3. Zabarwione szkie³ko oceniæ pod obiektywem imersyjnym mikroskopu. Wyniki zapisaæ.

Kontrola jakoœci przez u¿ytkownika: Szkie³ka zabarwiæ metod¹ Grama i oceniæ pod 
mikroskopem. Kwadrat oznaczony symbolem „C±“ powinien zawieraæ mieszaninê 
ziarnia ków Gram-dodatnich i pa³eczek Gram-ujemnych.

INTERPRETACJA WYNIKÓW
Szkie³ka zabarwione metod¹ Grama oceniaæ pod obiektywem imersyjnym mikroskopu. 
Odnotowaæ wygl¹d zaobserwowanych drobnoustrojów (tzn. ich morfologiê i zabarwienie).

OGRANICZENIA PROCEDURY
Nieprawid³owe barwienie lub czêœciowy brak rozmazu na czêœci kontrolnej szkie³ka 
mo¿e byæ skutkiem nadmiernego ogrzania w czasie utrwalania rozmazu testowego, 
niew³aœciwego odbarwienia, zbyt silnego p³ukania lub pogorszenia jakoœci stosowanych do 
barwienia odczynników.1

Œrodki przeciwko drobnoustrojom mog¹ powodowaæ zwiêkszenie podatnoœci badanego 
izolatu na odbarwienie w procedurze barwienia metod¹ Grama.1

Podobnie jak w przypadku ka¿dej procedury obejmuj¹cej dodawanie do jednego szkie³ka 
wielu izolatów, niektóre drobnoustroje mog¹ od³¹czyæ siê i p³ywaæ na powierzchni szkie³ka 
w czasie barwienia. Izolaty wykazuj¹ce w¹tpliwy lub nieoczekiwany wzorzec barwienia 
nale¿y ponownie przebadaæ, stosuj¹c jeden rozmaz na jedno szkie³ko.1

Reakcja barwienia metod¹ Grama ulega zaburzeniu w przypadku fizycznego uszkodzenia 
œciany komórkowej bakterii lub protoplastu. Œciana komórkowa bakterii Gram-dodatnich 
stanowi barierê zapobiegaj¹c¹ wyciekaniu kompleksu barwnika z cytoplazmy. Œciana 
komórkowa bakterii Gram-ujemnych zawiera lipidy rozpuszczalne w rozpuszczalnikach 
organicznych, które uwalniaj¹ siê i odbarwiaj¹ cytoplazmê. Drobnoustrój uszkodzony 
fizycznie przez nadmierne ogrzanie nie bêdzie zatem reagowa³ w oczekiwany sposób 
podczas barwienia metod¹ Grama.

„W celu uzyskania dok³adnych wyników konieczne jest œcis³e stosowanie siê do procedury  
i kryteriów interpretacji. Dok³adnoœæ w du¿ym stopniu zale¿y od wyszkolenia i 
umiejêtnoœci mikrobiologa.“9

Na wyniki barwienia metod¹ Grama, w tym tak¿e na morfologiê drobnoustrojów, wp³ywa 
czas od pobrania izolatu, obecnoœæ w bakteriach autolitycznych uk³adów enzymatycznych, 
stosowanie hodowli przeniesionych z po¿ywek zawieraj¹cych antybiotyki lub próbek 
pobranych od pacjentów przyjmuj¹cych antybiotyki.10 „Interpretacjê mo¿e tak¿e 
zak³ócaæ materia³ t³a oraz artefakty. Str¹cony barwnik Gram-dodatni ma zwykle kszta³t 
nieregularnych ziaren lub kwiatów astra, przypominaj¹cy strzêpki grzybni.“10

CHARAKTERYSTYKA OZNACZENIA
Drobnoustroje Gram-dodatnie przybieraj¹ zabarwienie od niebieskiego do fioletowego. 
Drobnoustroje Gram-ujemne przybieraj¹ zabarwienie od ró¿owego do czerwonego.
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