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AVSEDD ANVÄNDNING

BD BBL Gram Slide (Gram-objektglas) används för utvärdering och kvalitetskontroll av 
Gram-färgreagens och -teknik.

Sammanfattning och förklaring

Kvalitetskontrollförfaranden bidrar till att säkerställa att informationen som rapporteras av 
laboratorierna är korrekt, tillförlitlig och reproducerbar. Reagenser och personal kontrolleras 
vid fastställda intervaller för att dokumentera testmetodens validitet.1-8 BD BBL Gram Slide 
erbjuder en standardiserad, förtestad, stabil kontroll för användning vid testning av Gram-
färgreagenser. Det förberedda objektglaset utesluter behovet att upprätthålla stamkulturer för 
objektglasberedning.

PRINCIPER FÖR METODEN

Förberedda objektglas som innehåller kända kvalitetskontrollkulturer (Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 och Escherichia coli ATCC 25922) används för att testa Gram-färgreagens 
och färgningsteknik. Som ett resultat kan variabler, som kan orsaka inkorrekta testresultat, 
detekteras och korrigeras.

Ett kristallviolett jodkomplex bildas i protoplasten (inte i cellväggen) på alla organismer 
som färgas med denna metod. Organismer som kan bibehålla detta färgkomplex efter 
avfärgning klassificeras som grampositiva medan de som kan avfärgas och motfärgas 
klassificeras som gramnegativa.

Vid rubbning eller förlust av cellväggen kan protoplasten på grampositiva (såväl som 
gramnegativa) celler avfärgas och det grampositiva attributet förloras. Således verkar 
funktionen hos Gram-färgning ha samband med förekomst av en intakt cellvägg som kan 
fungera som en barriär mot avfärgning av den primära färgningen.

Vanligtvis är cellväggen icke-selektivt permeabel. Teorin är att under Gram-färgningen 
dehydreras cellväggen på grampositiva celler av alkoholen i avfärgningsmedlet och 
förlorar permeabilitet; därigenom bibehålls alltså den primära färgningen. Cellväggen på 
gramnegativa celler har dock ett högre lipidinnehåll och blir mer permeabla när de behandlas 
med alkohol, vilket leder till förlust av den primära färgningen.

Reagenser:

BD BBL Gram Slide är ett konventionellt  
2,54 x 7,6 cm objektglas präglat med 10 rutor. 
En ruta innehåller ofärgade kontrollorganismer. 
Övriga nio rutor är tillgängliga för färgning av 
testisolat. Kontrollrutan, märkt (C±), består 
av en blandning av grampositiva kocker och 
gramnegativa baciller, Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 respektive Escherichia coli ATCC 
25922. BD BBL Gram Slide måste värmefixeras före färgning.

Försiktighetsbeaktanden: 

Avsedd för in vitro-diagnostik. 

Kontrollorganismerna har kemiskt inaktiverats och lufttorkats på objektglaset. Alla objektglas 
bör dock hanteras som om de innehåller infektiöst material. Följ korrekt laboratorierutin vid 
hantering och bortskaffning av infektiöst material.

Eftersom organismer kan överföras under färgningen är inte denna produkt rekommenderad 
för användning med kliniska prover.

Förvaring: BD BBL Gram Slide skall förfaras under 30 °C. Får ej utsättas för  
extrema temperaturer.

Utgångsdatum gäller för produkt i intakt behållare vid förvaring enligt anvisningarna.

Färgade objektglas är stabila i obegränsad tid och kan arkiveras permanent.

Nedbrytning av produkten: Produkt som inte kan uppfylla prestandaspecifikationer för 
identitet och Gram-reaktion skall inte användas.
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Förfaranden

Tillhandahållet material: BD BBL Gram Slide

Material som krävs men ej medföljer: Gram-färgreagenser, objektglasvärmare eller 
Bunsen-brännare, färgningsställ, pincett och konventionellt mikroskop  
med oljeimmersionslins.

Testförfarande

Värmefixera BD BBL Gram Slide genom att föra objektglaset två eller tre gånger 
genom flamman på en Bunsen-brännare. Alternativt kan objektglaset hållas framför en 
mikroincinerator i 5 – 10 sec. Får ej överhettas.

1.	 Färga BD BBL Gram Slide tillsammans med objektglasen med prover; använd Gram-
färgreagenser och följ laboratoriets rekommenderade rutiner.

2.	 Håll isär objektglasen under färgningen för att undvika korskontaminering och överföring 
av färgreagenser från objektglas till objektglas. 

3.	 Avläs det färgade objektglaset mikroskopiskt under en oljeimmersionslins och  
registrera resultaten.

Kvalitetskontroll utförd av användaren: Färga objektglasen med Gram-färgreagenser och 
undersök mikroskopiskt. ”C±”-rutan skall inndehälla en blandning av grampositiva kocker och 
gramnegativa stavar.

TOLKNING AV RESULTAT

Avläs Gram-färgade objektglas mikroskopiskt under en oljeimmersionslins. Registrera de 
observerade organismernas utseende (dvs. morfologi och färg).

metodens begränsningar

Onormal färgning eller delvis förlust av utstryk på objektglasets kontrollsektion kan orsakas 
av för hög värme under fixering av testutstryket, felaktig avfärgning, en alltför kraftig tvättning 
eller försämring av den färgreagens som användes.1

Antimikrobiella ämnen kan förorsaka ökad känslighet hos testisolatet mot avfärgning med 
Gram-färgningsmetod.1

På samma sätt som i andra metoder där tillsats av flera isolat på ett enda objektglas 
förekommer, finns möjligheten att vissa organismer lossnar och flyter på objektglaset under 
färgningsprocessen. Isolat som visar tveksamma eller oväntade färgningsmönster bör 
undersökas igen med ett enda utstryk per objektglas.1

Reaktionen med Gram-färgning ändras vid fysisk rubbning av bakteriens cellvägg eller 
protoplast. Cellväggen på grampositiva bakterier utgör en barriär som förhindrar att 
färgkomplexet läcker ut från cytoplasman. Cellväggarna på gramnegativa bakterier 
innehåller organiskt lösliga lipider som när de frigörs avfärgar cytoplasman. Därför kommer 
en mikroorganism som fysiskt rubbats av för hög värme inte att reagera som förväntat mot 
Gram-färgning.

“Kriterier för förfaranden och tolkning måste följas noggrant för att korrekta resultat skall 
erhållas. Noggrannhet är i hög grad beroende av mikrobiologens utbildning och skicklinghet.”9

Gram-färgningsresultat, inklusive organismens morfologi, kan påverkas av isolatets ålder, 
bakterier som innehåller autolytiska enzymsystem, odlingar som överförs från ett medium 
som innehåller antibiotika, såväl som prover som tagits från patienter som behandlas med 
antibiotika.10 “Bakgrundsmaterial och artifakter kan också interferera med tolkningen. 
Slammade grampositiva färgningar påvisas vanligtvis som oregelbundna kockoida former 
eller aster-liknande fungoida hyfer.”10

KLINISKA PRESTANDA

Grampositiva organismer har ett blått till lila utseende. Gramnegativa organismer har ett rosa 
till rött utseende.

TILLGÄNGLIGHET

Kat. nr.	 Beskrivning

231401	 BD BBL Gram Slide, 50.
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