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Svenska
AVSEDD ANVANDNING

BD BBL Gram Slide (Gram-objektglas) anvands for utvardering och kvalitetskontroll av
Gram-fargreagens och -teknik.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Kvalitetskontrollférfaranden bidrar till att sakerstalla att informationen som rapporteras av
laboratorierna ar korrekt, tillforlitlig och reproducerbar. Reagenser och personal kontrolleras
vid faststallda intervaller for att dokumentera testmetodens validitet.’-8 BD BBL Gram Slide
erbjuder en standardiserad, fortestad, stabil kontroll for anvéndning vid testning av Gram-
fargreagenser. Det forberedda objektglaset utesluter behovet att uppréatthalla stamkulturer for
objektglasberedning.

PRINCIPER FOR METODEN

Forberedda objektglas som innehaller kanda kvalitetskontrollkulturer (Staphylococcus aureus
ATCC 25923 och Escherichia coli ATCC 25922) anvands for att testa Gram-fargreagens

och fargningsteknik. Som ett resultat kan variabler, som kan orsaka inkorrekta testresultat,
detekteras och korrigeras.

Ett kristallviolett jodkomplex bildas i protoplasten (inte i cellvaggen) pa alla organismer
som fargas med denna metod. Organismer som kan bibehalla detta fargkomplex efter
avfargning klassificeras som grampositiva medan de som kan avfargas och motfargas
klassificeras som gramnegativa.

Vid rubbning eller férlust av cellvdggen kan protoplasten pa grampositiva (saval som
gramnegativa) celler avfargas och det grampositiva attributet forloras. Saledes verkar
funktionen hos Gram-fargning ha samband med férekomst av en intakt cellvagg som kan
fungera som en barriar mot avfargning av den primara fargningen.

Vanligtvis ar cellvaggen icke-selektivt permeabel. Teorin ar att under Gram-fargningen
dehydreras cellvaggen pa grampositiva celler av alkoholen i avfargningsmedlet och

forlorar permeabilitet; dérigenom bibehalls alltsa den priméra fargningen. Cellvaggen pa
gramnegativa celler har dock ett hogre lipidinnehall och blir mer permeabla nér de behandlas
med alkohol, vilket leder till férlust av den primara fargningen.

REAGENSER:

BD BBL Gram Slide &r ett konventionellt
2,54 x 7,6 cm objektglas praglat med 10 rutor.
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gramnegativa baciller, Staphylococcus aureus

ATCC 25923 respektive Escherichia coli ATCC
25922. BD BBL Gram Slide maste varmefixeras fore fargning.

Forsiktighetsbeaktanden:
Avsedd for in vitro-diagnostik.

Kontrollorganismerna har kemiskt inaktiverats och lufttorkats pa objektglaset. Alla objektglas
boér dock hanteras som om de innehaller infektiost material. Folj korrekt laboratorierutin vid
hantering och bortskaffning av infektiost material.

Eftersom organismer kan 6verforas under fargningen &r inte denna produkt rekommenderad
for anvandning med kliniska prover.

Forvaring: BD BBL Gram Slide skall forfaras under 30 °C. Far ej utsattas for
extrema temperaturer.

Utgangsdatum géller for produkt i intakt behallare vid forvaring enligt anvisningarna.
Fargade objektglas ar stabila i obegransad tid och kan arkiveras permanent.

Nedbrytning av produkten: Produkt som inte kan uppfylla prestandaspecifikationer for
identitet och Gram-reaktion skall inte anvandas.



FORFARANDEN
Tillhandahallet material: BD BBL Gram Slide

Material som krévs men ej medféljer: Gram-fargreagenser, objektglasvarmare eller
Bunsen-brannare, fargningsstall, pincett och konventionellt mikroskop
med oljeimmersionslins.

Testforfarande

Véarmefixera BD BBL Gram Slide genom att fora objektglaset tva eller tre ganger
genom flamman pa en Bunsen-brannare. Alternativt kan objektglaset hallas framfor en
mikroincinerator i 5 — 10 sec. Far ej verhettas.

1. Farga BD BBL Gram Slide tillsammans med objektglasen med prover; anvand Gram-
fargreagenser och folj laboratoriets rekommenderade rutiner.

2. Hall isar objektglasen under fargningen for att undvika korskontaminering och éverféring
av fargreagenser fran objektglas till objektglas.

3. Avlas det fargade objektglaset mikroskopiskt under en oljeimmersionslins och
registrera resultaten.

Kvalitetskontroll utférd av anvéndaren: Farga objektglasen med Gram-fargreagenser och
undersok mikroskopiskt. "C+"-rutan skall inndehalla en blandning av grampositiva kocker och
gramnegativa stavar.

TOLKNING AV RESULTAT

Avlas Gram-fargade objektglas mikroskopiskt under en oljeimmersionslins. Registrera de
observerade organismernas utseende (dvs. morfologi och farg).

METODENS BEGRANSNINGAR

Onormal fargning eller delvis forlust av utstryk pa objektglasets kontrollsektion kan orsakas
av for hog varme under fixering av testutstryket, felaktig avfargning, en alltfor kraftig tvattning
eller férsamring av den fargreagens som anvandes.’

Antimikrobiella @mnen kan férorsaka 6kad kanslighet hos testisolatet mot avfargning med
Gram-fargningsmetod.!

Pa samma satt som i andra metoder dar tillsats av flera isolat pa ett enda objektglas
forekommer, finns méjligheten att vissa organismer lossnar och flyter pa objektglaset under
fargningsprocessen. Isolat som visar tveksamma eller ovantade fargningsmonster bor
undersokas igen med ett enda utstryk per objektglas.!

Reaktionen med Gram-fargning andras vid fysisk rubbning av bakteriens cellvagg eller
protoplast. Cellvédggen pa grampositiva bakterier utgér en barriar som foérhindrar att
fargkomplexet lacker ut fran cytoplasman. Cellvédggarna pa gramnegativa bakterier
innehaller organiskt 6sliga lipider som nar de frigdrs avfargar cytoplasman. Darfér kommer
en mikroorganism som fysiskt rubbats av fér hég vérme inte att reagera som férvantat mot
Gram-fargning.

“Kriterier for forfaranden och tolkning maste foljas noggrant for att korrekta resultat skall
erhallas. Noggrannhet ar i hég grad beroende av mikrobiologens utbildning och skicklinghet.”®

Gram-fargningsresultat, inklusive organismens morfologi, kan paverkas av isolatets alder,
bakterier som innehaller autolytiska enzymsystem, odlingar som &verfors fran ett medium
som innehaller antibiotika, saval som prover som tagits fran patienter som behandlas med
antibiotika.0 “Bakgrundsmaterial och artifakter kan ocksa interferera med tolkningen.
Slammade grampositiva fargningar pavisas vanligtvis som oregelbundna kockoida former
eller aster-liknande fungoida hyfer.”10

KLINISKA PRESTANDA

Grampositiva organismer har ett blatt till lila utseende. Gramnegativa organismer har ett rosa
till rétt utseende.

TILLGANGLIGHET
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