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Microscopy

Gram’s safranine solution
for the Gram staining method

For professional use only
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Intended purpose

This “"Gram’s safranine solution - for the Gram staining method” is used for
human-medical cell diagnosis and serves the purpose of the bacteriologi-
cal investigation of sample material of human origin. It is a ready-to-use
staining solution that when used together with other in vitro diagnostic
products from our portfolio makes bacterial target structures evaluable for
diagnostic purposes (Gram-positive or Gram-negative bacteria) by fixing,
staining, counterstaining, mounting in bacteriological specimen materials,
e.g. smears of body fluids.

The Gram solutions are modified and designed in such a way that staining
can be carried out in staining cells, on the staining rack, and also in auto-
mated staining systems.

Unstained structures are relatively low in contrast and are extremely diffi-
cult to distinguish under the light microscope. The images created using the
staining solutions help the authorized and qualified investigator to better
define the form and structure in such cases. Further tests must be carried
out according to recognized, valid methods to reach a definitive diagnosis.

Principle

In bacteriology, the Gram staining allows a fast differentiation of bacteria in
Gram-positive and Gram-negative.

The mureine structure of the bacteria wall is the basis of the color affinity.
In the first step, bacteria will be stained with crystal violet, an aniline dye.
After the treatment with iodine solution (Lugol’s solution), a dye-iodine
complex will form. During the decolorizing step, this complex stays in the
multi-layer mureine structure of the cell wall of Gram-positive bacteria -
they will appear blue-violet.

Gram-negative bacteria, by contrast, have a cell wall consisting of a single-
layered murein structure, and correspondingly re-release the staining dye
with the decoloring solution. Gram-negative bacteria will be counterstained
with safranine solution and will then appear pink to red.

Sample material

Smears of bacteriological material that have been air-dried and heat-fixed
like sputum, smears from fine needle aspiration biopsies (FNAB), rinses,
imprints, effusions, pus, exudates, liquid and solid cultures

Reagents
Cat. No. 1.09217

Gram'’s safranine solution 500 ml, 2.5 1

for the Gram staining method

Also required:

Cat. No. 1.00567 Lugol’s solution stabilized with PVP 11,251
for the Gram staining method

or

Cat. No. 1.09261 Lugol’s solution (diluted iodine-potassium 11,2.51
jodide solution)
for the Gram staining method

Cat. No. 1.09218 Gram’s crystal violet solution 500 ml, 2.5 1
for the Gram staining method

Cat. No. 1.10218 Gram’s decolorizing solution 500 ml, 2.5 1

for the Gram staining method

Alternatively:

Instead of the combination of single reagents, the staining kit
1.11885.0001 can be used:

Cat. No. 1.11885.0001
Gram-Color 1 set
stain set for the Gram staining method

www.sigmaaldrich.com

Sample preparation
The sampling must be performed by qualified personnel.

Apply the specimen material to a clean and grease-free slide using an an-
nealed loop. Then smear the material either directly onto the slide or first
mix with 1 - 2 drops of physiological saline solution (Ringer’s solution).
Air-dry and then heat-fix by slowly drawing the slide (smear side facing up)
through the upper part of the Bunsen-burner flame for three times. Subse-
quently, allow to cool and stain.

The air-dried smears must be heat-fixed very carefully. This prevents the
risk of infections and reduces the dissolution of specimen material and thus,
the contamination of solutions and other slides.

All samples must be treated using state-of-the-art technology.

All samples must be clearly labeled.

Suitable instruments must be used for taking samples and their prepara-
tion. Follow the manufacturer’s instructions for application / use.

When using the corresponding auxiliary reagents, the corresponding in-
structions for use must be observed.

Reagent preparation

The Gram’s safranine solution - for the Gram staining method used for
staining is ready-to-use, dilution of the solution is not necessary and merely
produces a deterioration of the staining result and the stability.

Procedure

Staining in the staining cell

It is recommended to dilute the Gram'’s crystal violet solution 1:3 with dis-
tilled water, if the immersion method is used.

The slides must be immersed and moved about in the solutions, simple im-
mersion alone yields inadequate staining results.

The slides should be allowed to drip off well after the individual staining steps
as a measure to avoid any unnecessary cross-contamination of solutions.
The stated times should be adhered to in order to guarantee an optimal
staining result.

Slide with fixed smear
Gram'’s crystal violet solution 1:30 min
Running tap water 30 sec
Lugol’s solution* 3 min
Running tap water 20 sec
Gram'’s decolorizing solution** 5-10 sec
Running tap water 30 sec
Gram’s safranine solution 1 min
Running tap water 1 min
Air-dry (e. g. over night or at 50 °C in the drying cabinet)

* filter Lugol’s solution after 3 runs

** discard Gram’s decolorizing solution after 5 runs

Staining on the staining rack
Slide with fixed smear
Gram’s crystal violet solution | cover completely and leave 1 min

to react
Lugol’s solution rinse briefly
Lugol’s solution cover completely and leave 1 min
to react

Distilled water wash carefully 5 sec

Gram'’s decolorizing solution | carefully swirl the slides un- | 10 - 15 sec
til no further clouds of dye
are produced and the smear
takes on a grey-blue color

Distilled water wash carefully 5 sec
Gram'’s safranine solution cover completely and leave 1 min
to react
Distilled water wash carefully 5 sec

Air-dry (e. g. over night or at 50 °C in the drying cabinet)




Covering with non-aqueous mounting media (e.g. Neo-Mount™ or
Entellan™) and a cover glass is recommended for the storage of bacterio-
logical specimens for several months. For this purpose, the stained speci-
mens must be dried very well.

The use of immersion oil is recommended for the analysis of stained slides
with a microscopic magnification >40x.

Staining in the automatic stainer

Staining in automated staining systems can be performed according to the
protocol of the staining in the staining cell.

Result
Gram-positive microorganisms blue-violet
Gram-negative microorganisms pink to red

Trouble-shooting
Fixation of smear samples

A sufficient degree of heat-fixing using a Bunsen burner or in a heating
cabinet is essential to prevent the infectious potential of the specimens and
further proliferation of the bacteria.

No staining of the gram-positive bacteria

The critical stage of the Gram-staining procedure is the decolorizing step,
which can be influenced by the thickness of the smear. In addition, a fresh
decolorizing solution is highly reactive, which is why the result should be
evaluated with care. During the decolorizing step, the user should stick to
the exact incubation times described in the protocol, since otherwise false-
negative results may result.

Technical notes

The microscope used should meet the requirements of a medical diagnostic
laboratory.

When using automatic staining systems, please follow the instructions for
use supplied by the supplier of the system and software.

Remove surplus immersion oil before filing.

Analytical performance characteristics

“Gram’s safranine solution” stains and thereby visualizes biological struc-
tures, as described in the “Result” chapter of this IFU. The use of the
product is only to be carried out by authorized and qualified persons, this
includes, among other things, sample and reagent preparation, sample
handling, decisions regarding suitable controls and more.

The analytical performance of the product is confirmed by testing each pro-
duction batch. The successful participation in international interlaboratory
tests on a regular basis provide an additional and unaffiliated confirmation
of analytical specificity and repeatability.

For the following stains, the analytical performance was confirmed in terms

of specificity, sensitivity and repeatability of the product with a rate of
100 %:

Inter-assay | Inter-assay | Intra-assay | Intra-assay
Specificity | Sensitivity | Specificity | Sensitivity

Gram staining

Gram-positive 20/20 20/20 7/7 7/7
microorganisms
Gram-negative 20/20 20/20 7/7 7/7

microorganisms

Analytical performance results

Intra- (performed on the same batch) and inter-assay (performed on differ-
ent batches) data list the number of correctly stained structures in relation
to the number of performed assays.

Clinical performance characteristics

The Gram'’s safranine solution solution has been successfully used in the
clinical setting for decades in a high number of applications.

The clinical performance of the Gram'’s safranine solution in particular was
determined by establishing its sensitivity and specificity in an in-house
study:

Gram-positive microorganisms

Gram Staining

Sensitivity 14/15

Specificity 15/15

Sensitivity: 14 samples out of 15: 93.3 %
Specificity: 15 samples out of 15: 100 %

Gram-negative microorganisms

Gram Staining

Sensitivity 15/15

Specificity 15/15

Sensitivity: 15 samples out of 15: 100 %
Specificity: 15 samples out of 15: 100 %
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The results of this Performance Evaluation confirms that the product is suit-
able for the intended use and performs reliably.

The diagnostic interpretation of the staining results, however, is to be car-
ried out by qualified and authorized professionals, taking into account pa-
tient anamnesis, morphology, the use of adequate controls, and additional
diagnostic tests, if appropriate. This method can be supplementarily used in
human diagnostics.

Diagnostics

Diagnoses are to be made only by authorized and qualified personnel.
Valid nomenclatures must be used.

This method can be supplementarily used in human diagnostics.
Further tests must be selected and implemented according to recognized
methods.

Suitable controls should be conducted with each application in order to
avoid an incorrect result.

The staining set may be controlled with Gram-positive bacteria and Gram-
negative bacteria.

Bacteria taken from a culture medium after 18 - 24 hours of incubation
should be used.

Storage

Store the Gram’s safranine solution - for the Gram staining method at
+15°C to +25°C.

At temperatures below 15 °C a colored precipitate may settle out of the
staining solutions. If precipitation has occurred, place the bottle for 2 - 3
hours in a water bath set at approx. 60 °C. This will re-dissolve most of the
precipitate. Subsequently, filter the staining solutions through a paper filter.

Shelf-life

The Gram'’s safranine solution - for the Gram staining method can be used
until the stated expiry date.

After first opening of the bottle, the contents can be used up to the stated
expiry date when stored at +15°C to +25°C.

The bottles must be kept tightly closed at all times.

Capacity
approx. 250 stainings / 500 ml

Additional instructions

For professional use only.

In order to avoid errors, the application must be carried out by qualified
personnel only.

National guidelines for work safety and quality assurance must be followed.
Microscopes equipped according to the standard must be used.

If necessary use a standard centrifuge suitable for medical diagnostic labo-
ratory.

Protection against infection

Effective measures must be taken to protect against infection in line with
laboratory guidelines.

Instructions for disposal

The package must be disposed of in accordance with the current disposal
guidelines.

Used solutions and solutions that are past their shelf-life must be disposed
of as special waste in accordance with local guidelines. Information on dis-
posal can be obtained under the Quick Link “Hints for Disposal of Microsco-
py Products” at www.microscopy-products.com. Within the EU the currently
applicable REGULATION (EC) No 1272/2008 on classification, labelling and
packaging of substances and mixtures, amending and repealing Directives
67/548/EEC and 1999/45/EC, and amending Regulation (EC) No 1907/2006
applies.

Auxiliary reagents

Cat. No. 1.00567 Lugol’s solution stabilized with PVP 11,251
for the Gram staining method

Cat. No. 1.04699 Immersion oil 100-ml drop-
for microscopy ping bottle,
100 ml, 500 ml
Cat. No. 1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,

rapid mounting medium 11
for microscopy

Cat. No. 1.09016 Neo-Mount™ 100-ml drop-
anhydrous mounting medium ping bottle,
for microscopy 500 ml

Cat. No. 1.09218 Gram'’s crystal violet solution 500 ml, 2.51
for the Gram staining method

Cat. No. 1.09261 Lugol’s solution (diluted iodine- 11,251
potassium iodide solution)
for the Gram staining method

Cat. No. 1.10218 Gram’s decolorizing solution
for the Gram staining method

Cat. No. 1.11885 Gram-Color 1 set
stain set for the Gram staining method

500 ml, 2.5 |

Hazard classification
Cat. No. 1.09217

Please observe the hazard classification printed on the label and the infor-
mation given in the safety data sheet.
The safety data sheet is available on the website and on request.



Main components of the product
Cat. No. 1.09217

C.I. 50240 1.8 g/l
11 = 0.98 kg

General remark

If during the use of this device or as a result of its use, a serious incident
has occurred, please report it to the manufacturer and/or its authorised
representative and to your national authority.

Literature
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3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
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H226: Flammable liquid and vapor.

P210: Keep away from heat, hot surfaces, sparks, open flames and other
ignition sources. No smoking.

P233: Keep container tightly closed.

P240: Ground and bond container and receiving equipment.

P241: Use explosion-proof electrical/ ventilating/ lighting/ equipment.
P242: Use non-sparking tools.

P243: Take action to prevent static discharges.
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Mikroskopie

Grams Safraninlosung
fur die Gram-Farbung

Nur fiir professionelle Anwendung

|VD In vitro Diagnostikum c €

Zweckbestimmung

Die vorliegende ,,Grams Safraninlésung - fiir die Gram-Farbung™ wird fir die
human-medizinische Zelldiagnostik verwendet und dient der bakteriologi-
schen Untersuchung von Proben humanen Ursprungs. Es handelt sich um
eine gebrauchsfertige Farbelésung, welche zusammen mit anderen In vitro
Diagnostika aus unserem Portfolio bakterielle Zielstrukturen (Gram-positive
bzw. Gram-negative Bakterien) mittels Fixieren, Anfarben, Gegenfarben,
Eindecken in bakteriologischem Untersuchungsgut, wie z.B. Ausstrichen von
Korperflissigkeiten, fur die Diagnostik auswertbar macht.

Die Lésungen nach Gram sind modifiziert und so konzipiert, dass sowohl
in Farbekuvetten, auf der Farbebank als auch in Farbeautomaten geférbt
werden kann.

Ungeférbte Strukturen sind relativ kontrastarm und lassen sich kaum
lichtmikroskopisch differenzieren. Durch die mit Hilfe der Farbeldsungen
erzeugten Bilder, kann die Form und Struktur durch einen autorisierten und
qualifizierten Untersucher besser erkannt werden. Fiir eine abschlieBende
Diagnostik sind weiterfiihrende Tests nach anerkannten, validen Methoden
durchzufthren.

Prinzip
Die Gram-Farbung erlaubt eine rasche Differenzierung von Bakterien in
Gram-positiv und Gram-negativ.

Das farberische Verhalten der Bakterien wird durch den Aufbau der Bakteri-
enzellwande bestimmt.

Die Bakterien werden in der Gram-Farbung mit Kristallviolett, einem Anilin-
farbstoff, angefarbt. Nach der Behandlung mit Iodlésung (Lugols L&sung)
entsteht ein Farbstoff-Iod-Komplex. Das mehrschichtige Mureingerist

der Zellwande Gram-positiver Bakterien verhindert das Auswaschen des
Farbstoff-Iod-Komplexes beim Entfarbeschritt, die Bakterien bleiben blau-
violett gefarbt.

Im Gegensatz dazu haben Gram-negative Bakterien eine Zellwand aus
einem einschichtigen Mureingerust, sie geben daher mit der Entférbeldsung
den Farbstoff wieder ab. Die Gram-negativen Bakterien werden durch eine
Gegenfarbung mit Safraninlésung rosa bis rot angeféarbt.

Probenmaterial

Luftgetrocknete, hitzefixierte Ausstriche von bakteriologischem Material wie
Sputum, Ausstriche von Feinnadel-Aspirations-Biopsien (FNAB), Spilflussig-
keiten, Imprinte, Erglsse, Eiter, Exsudate, flissige und feste Kulturen

Reagenzien

Art. 1.09217

Grams Safraninldsung
|

fur die Gram-Farbung

500 ml, 2,5

Zusadtzlich erforderlich:

Art. 1.00567 Lugols Lésung stabilisiert mit PVP
fur die Gram-Farbung

11,251

oder

Art. 1.09261 Lugols Lésung (verdinnte Iod-Kaliumiodidlésung) 11, 2,51
fir die Gram-Féarbung

Art. 1.09218 Grams Kristallviolettlésung 500 ml, 2,51
fir die Gram-Féarbung
Art. 1.10218 Grams Entférbelésung 500 ml, 2,51

fir die Gram-Farbung

Alternativ:

Anstatt der Kombination von Einzelreagenzien kann das Farbeset
1.11885.0001 verwendet werden:

Art. 1.11885.0001
Gram-Color 1 set
Farbeset fir die Gram-Farbung

DE

www.sigmaaldrich.com

Probenvorbereitung
Die Probenentnahme darf nur durch Fachpersonal erfolgen.

Das Untersuchungsmaterial wird mit ausgegliihter Ose auf einen fettfreien
Objekttrager aufgetragen. Dann wird es entweder direkt oder mit 1 - 2
Tropfen physiologischer Natriumchloridlésung (Ringer-Lésung) verrieben
und ausgestrichen. Nach der Lufttrocknung wird die Hitzefixierung vorge-
nommen, indem man den Ausstrich (Ausstrichseite oben) dreimal langsam
durch den oberen Teil der Bunsenbrennerflamme zieht. Danach erkalten
lassen und farben.

Die luftgetrockneten Ausstriche missen sehr sorgfaltig hitzefixiert werden.
Dies verhindert die Gefahr von Infektionen und reduziert das Abschwim-
men von Material und damit die Kontamination von Lésungen und anderen
Objekttragern.

Alle Proben sind entsprechend dem Stand der Technik zu behandeln.

Alle Proben sind eindeutig zu kennzeichnen.

Geeignete Instrumente sind zur Probenentnahme und bei der Préparation
zu verwenden, die Anweisungen des Herstellers fiir die Anwendung / den
Gebrauch sind zu befolgen.

Bei Verwendung der entsprechenden Hilfsreagenzien sind die dazugehéri-
gen Gebrauchsanweisungen zu beachten.

Reagenzvorbereitung

Die zur Farbung verwendete Grams Safraninldsung - fir die Gram-Farbung
ist gebrauchsfertig, das Verdiinnen der Lésung ist nicht notwendig, mindert
das Farbeergebnis und die Haltbarkeit.

Durchfiihrung

Farbung in der Farbekiivette

Bei Farbung im Eintauchverfahren empfiehlt sich eine Verdiinnung der
Grams Kristallviolettlésung mit Aqua dest. im Verhaltnis 1:3.

Die Objekttrager miissen in die Lésungen eingetaucht und bewegt werden,
einfaches Hineinstellen ergibt ungeniigende Farbeergebnisse.

Die Objekttréger sollten nach den einzelnen Farbeschritten gut abtropfen, so
kann eine unnotige Verschleppung von Lésungen vermieden werden.

Fir ein optimales Farbeergebnis sollten die angegebenen Zeiten eingehalten
werden.

Objekttrager mit fixiertem Ausstrich

Grams Kristallviolettldsung 1:30 min
FlieBendes Leitungswasser 30 sec
Lugols Loésung* 3 min
FlieBendes Leitungswasser 20 sec
Grams Entfarbelésung** 5-10 sec
FlieBendes Leitungswasser 30 sec
Grams Safraninlésung 1 min
FlieBendes Leitungswasser 1 min
Lufttrocknen (z.B. lber Nacht oder bei 50 °C im Trockenschrank)

* Lugols Losung nach 3 Durchgéngen filtrieren
** Grams Entférbelésung nach 5 Durchgangen verwerfen

Farbung auf der Farbebank

Objekttrager mit fixiertem Ausstrich

vollstéandig bedecken und 1 min
einwirken lassen

Grams Kristallviolettldsung

Lugols Lésung kurz abspiilen

vollsténdig bedecken und 1 min
einwirken lassen

Lugols Lésung

Aqua dest. vorsichtig waschen 5 sec
Grams Entférbeldsung Objekttréger vorsichtig 10 - 15 sec
schwenken bis keine Farb-
wolken mehr abgehen und
der Ausstrich graublau
erscheint
Aqua dest. vorsichtig waschen 5 sec
Grams Safraninldsung vollstédndig bedecken und 1 min
einwirken lassen
Aqua dest. vorsichtig waschen 5 sec

Lufttrocknen (z.B. Giber Nacht oder bei 50 °C im Trockenschrank)




Fir die Lagerung von bakteriologischen Praparaten iber mehrere Monate,
wird das Eindecken mit nicht-wassrigen Eindeckmitteln (z.B. Neo-Mount™
oder Entellan™) und Deckglas empfohlen. Die gefarbten Praparate missen
dafiir sehr gut getrocknet werden.

Fiir die Analyse von gefarbten Praparaten mit einer mikroskopischen Ver-
groBerung >40x wird die Verwendung von Immersionsdl empfohlen.

Farbung im Farbeautomaten

Die Farbung im Farbeautomaten kann wie die Farbung in der Farbeklvette
durchgefihrt werden.

Ergebnis
Gram-positive Mikroorganismen blauviolett
Gram-negative Mikroorganismen rosa bis rot

Fehlerfindung
Fixierung der Ausstrichpraparate

Eine ausreichende Hitzefixierung mit dem Bunsenbrenner oder in einem
Hitzeschrank sind wichtig, um das infektidése Potential der Prdparate und ein
Weiterwachsen der Bakterien zu verhindern.

Keine Farbung von Gram-positiven Bakterien

Der kritische Schritt in der Gram-Farbung ist der Entfarbeschritt, welcher
durch die Dicke des Ausstrichs beeinflusst werden kann. Des Weiteren ist
eine frische Entfarbelésung sehr reaktiv, weshalb das Ergebnis sorgfaltig
ausgewertet werden sollte. Die hier angegebenen Zeiten sollten beim Ent-
farben genauestens eingehalten werden, da sonst falsch-negative Ergebnis-
se resultieren konnten.

Technische Hinweise

Das verwendete Mikroskop sollte den Anforderungen eines medizinisch-
diagnostischen Labors entsprechen.

Werden Farbeautomaten verwendet, sind die Bedienungsanweisungen des
Gerate- und Softwareherstellers zu beachten.

Uberschiissiges Immersionsél ist vor dem Archivieren zu entfernen.

Analytische Leistung

Die vorliegende ,Grams Safraninlésung® farbt und visualisiert dadurch bio-
logische Strukturen, wie im Kapitel ,Ergebnis" dieser Gebrauchsanweisung
beschrieben. Die Anwendung des Produkts ist hierbei nur von autorisierten
und qualifizierten Personen durchzufiihren, dies umfasst, unter anderem,
die Proben- und Reagenzvorbereitung, Probenbehandlung, die Entscheidung
Uber geeignete Kontrollen und mehr.

Die analytische Leistung des Produkts wird durch die Testung jeder Produk-
tionscharge sichergestellt. Dazu belegen die erfolgreichen Teilnahmen an
internationalen Ringversuchen die analytische Spezifitdt und Wiederholbar-
keit regelmaBig.

Fur die folgenden Farbungen wurden die analytische Leistung in Form von
Spezifitat, Sensitivitat und Wiederholbarkeit des Produkts mit einer Rate
von 100 % bestatigt:

Inter-assay | Inter-assay | Intra-assay | Intra-assay
Spezifitat Sensitivitat | Spezifitat Sensitivitat
Gram-Farbung
Gram-positive 20/20 20/20 7/7 7/7
Mikroorganismen
Gram-negative 20/20 20/20 7/7 7/7
Mikroorganismen

Analytische Leistungsparameter

Die Daten der Intra- (durchgefiihrt an derselben Charge) und Inter-Assays
(durchgefihrt an verschiedenen Chargen) zeigen die Anzahl der erfolgreich
angefarbten Strukturen im Verhdltnis zur Gesamtzahl der durchgefiihrten
Assays.

Klinische Leistung

Die Grams Safraninldsung wird seit Jahrzehnten erfolgreich im klinischen
Umfeld in einer hohen Zahl von Anwendungen genutzt.

Die klinische Leistung der Grams Safraninlésung im Besonderen wurde
durch die Ermittlung ihrer Sensitivitat und Spezifitdt im Rahmen einer In-
house Studie ermittelt:

Gram-positive Mikroorganismen

Gram-Farbung

Sensitivitat 14/15

Spezifitat 15/15

Sensitivitat: 14 Proben von 15: 93,3 %
Spezifitat: 15 Proben von 15: 100 %

DE
Gram-negative Mikroorganismen

Gram-Farbung
Sensitivitat 15/15
Spezifitat 15/15

Sensitivitat: 15 Proben von 15: 100 %
Spezifitat: 15 Proben von 15: 100 %

Die Ergebnisse der Performance Evaluation belegen, dass dieses Produkt fur
die beschriebene Zweckbestimmung geeignet ist und verlasslich korrekte
Ergebnisse liefert.

Die diagnostische Interpretation der Farbeergebnisse darf nur von qualifi-
zierten und autorisierten Personen durchgefiihrt werden, welche Morpho-
logie, die Verwendung addquater Kontrollen, weitere diagnostische Tests,
wenn angemessen, Patientenanamnese und andere Aspekte beriicksich-
tigen missen. Diese Methode kann dem entsprechend erganzend zur
Humandiagnose verwendet werden.

Diagnostik

Diagnosen sind nur von autorisierten und qualifizierten Personen zu erstellen.
Gultige Nomenklaturen sind anzuwenden.

Diese Methode ist erganzend in der Humandiagnostik anzuwenden.
Weiterfiihrende Tests sind nach anerkannten Methoden auszuwahlen und
durchzufiihren.

Geeignete Kontrollen sollten bei jeder Anwendung mitgeflihrt werden, um ein
fehlerhaftes Ergebnis auszuschlieBen.

Die Kontrolle des Farbesets kann mit Gram-positiven Bakterien und Gram-
negativen Bakterien durchgefthrt werden. Dazu sind Kulturen von 18 - 24
Stunden lang bebriteten Nahrbdden zu verwenden.

Lagerung
Grams Safraninlésung - fiir die Gram-Farbung bei +15 °C bis +25 °C lagern.

Bei den Farbeldsungen kann es bei einer Temperatur unter 15 °C zur Bil-
dung von Farbstoffniederschlagen kommen. In einem solchen Fall sind die
Flaschen 2 - 3 Stunden in ein etwa 60 °C warmes Wasserbad einzustellen.
Dadurch 16st sich der groBte Teil der Farbstoffniederschlage wieder auf. Die
Farbeldsungen sind anschlieBend durch ein Papierfilter zu filtrieren.

Haltbarkeit

Grams Safraninlésung - fir die Gram-Farbung kann bis zum angegebenen
Verfallsdatum verwendet werden.

Nach dem ersten Offnen der Flasche bei +15 °C bis +25 °C aufbewahrt bis
zum Verfallsdatum verwendbar.

Die Flaschen sind stets gut geschlossen zu halten.

Kapazitat
etwa 250 Farbungen / 500 ml

Gebrauchshinweise

Nur fiir professionelle Anwendung.

Um Fehler zu vermeiden, ist die Anwendung von Fachpersonal durchzufiihren.
Nationale Richtlinien fiir Arbeitssicherheit und Qualitdtssicherung sind zu
befolgen.

Entsprechend dem Standard ausgestattete Mikroskope sind zu verwenden.
Bei Bedarf ist eine dem Laborstandard und den Anforderungen entspre-
chende Zentrifuge zu verwenden.

Infektionsschutz

Auf wirksamen Infektionsschutz entsprechend der Laborrichtlinien ist unbe-
dingt zu achten.

Entsorgungshinweise

Die Packung ist entsprechend der giiltigen Entsorgungsrichtlinien zu entsorgen.
Gebrauchte Lésungen und Lésungen mit abgelaufener Haltbarkeit sind als
gefahrlicher Abfall zu entsorgen, dabei ist den lokalen Entsorgungsricht-
linien zu folgen. Hinweise zur Entsorgung kénnen unter dem Quick Link
,Entsorgungshinweise fir Mikroskopie-Produkte" auf
www.Mikroskopie-Produkte.com angefordert werden. Innerhalb der EU gilt
die VERORDNUNG (EG) Nr. 1272/2008 lber die Einstufung, Kennzeichnung
und Verpackung von Stoffen und Gemischen, zur Anderung und Aufhebung
der Richtlinien 67/548/EWG und 1999/45/EG und zur Anderung der Verord-
nung (EG), Nr. 1907/2006.

Hilfsreagenzien

Art. 1.00567 Lugols Losung stabilisiert mit PVP 11,2,51
far die Gram-Farbung

Art. 1.04699 Immersionsol 100-ml-Tropf-
fur die Mikroskopie flasche, 100 ml,
500 ml
Art. 1.07961 Entellan™ Neu 100 ml, 500 ml,

Schnelleindeckmittel 11
fir die Mikroskopie

Art. 1.09016 Neo-Mount™
wasserfreies Eindeckmittel
fir die Mikroskopie

100-ml-Tropf-
flasche, 500 ml



Art. 1.09218 Grams Kristallviolettlésung 500 ml, 2,5 |
fir die Gram-Férbung

Art. 1.09261 Lugols Lésung (verdinnte Iod-Kalium- 11,251
iodidlésung)
fur die Gram-Farbung

Art. 1.10218 Grams Entfarbelésung 500 ml, 2,51

fur die Gram-Farbung

Art. 1.11885 Gram-Color 1 set
Farbeset fiir die Gram-Farbung

Gefahrstoffeinstufung
Art. 1.09217

Die Gefahrstoffeinstufung auf dem Etikett und die Angaben im Sicherheits-
datenblatt sind zu beachten.
Das Sicherheitsdatenblatt ist erhaltlich im Internet und auf Anfrage.

Hauptbestandteile des Produkts
Art. 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l
11 = 0,98 kg

Allgemeiner Hinweis

Wenn wahrend oder infolge des Gebrauchs ein schwerwiegender Vorfall
aufgetreten ist, melden Sie diesen bitte dem Hersteller und / oder seinem
Bevollmachtigten und Ihrer nationalen Behorde.
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2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
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3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
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H226: Flissigkeit und Dampf entziindbar.

P210: Von Hitze, heiBen Oberflachen, Funken, offenen Flammen und
anderen Ziundquellen fernhalten. Nicht rauchen.

P233: Behalter dicht verschlossen halten.
P240: Behalter und zu befiillende Anlage erden.

P241: Explosionsgeschiitzte elektrische/ Liftungs-/ Beleuchtungsgerate
verwenden.

P242: Funkenarmes Werkzeug verwenden.
P243: MaBnahmen gegen elektrostatische Entladungen treffen.
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Microscopie

Safranine en solution selon
Gram

pour la coloration selon Gram

Réservé a une utilisation professionnelle

|VD Dispositif médical de diagnostic in vitro c €

Objectif prévu

Le présent « Safranine en solution selon Gram - pour la coloration selon
Gram » est utilisé pour le diagnostic cellulaire dans la médecine humaine
et sert a I'examen bactériologique d’échantillons d’origine humaine. C’est
une solution de coloration prét a I'emploi, qui est utilisée conjointement
avec d'autres diagnostics in vitro de notre portefeuille pour rendre des
structures bactériennes cibles analysables pour le diagnostic (les bactéries
Gram-positives ou Gram-négatives) par fixation, coloration, contre-colora-
tion, montage dans des épreuves bactériologiques, telles que les frottis de
liquides corporels, p.ex.

Les solutions selon Gram sont modifiées et congues de maniére a pouvoir
étre utilisées aussi bien en cuves de coloration que sur un banc de colora-
tion ou en distributeurs automatiques de coloration.

Les structures non colorées présentent des contrastes relativement faibles
et ne peuvent a peine étre différenciées par microscopie optique. Les
images créées au moyen des solutions de coloration permettent a un
examinateur formé et autorisé de mieux distinguer la forme et la structure.
Pour un diagnostic final, il est nécessaire d’effectuer des examens supplé-
mentaires selon des méthodes valides et reconnues.

Principe
La méthode de coloration de Gram permet d’obtenir rapidement une diffé-
renciation des bactéries entre Gram-positives et Gram-négatives.

La coloration des bactéries dépend de la structure de leurs parois cellu-
laires. Lors de la coloration de Gram, les bactéries sont colorées par du vio-
let cristallin, un colorant aniline. Aprés traitement avec une solution iodée
(solution de Lugol), on obtient un complexe colorant-iode. Les multiples
couches des chaines de muréine des parois cellulaires Gram-positives em-
péchent que le complexe colorant-iode disparaisse au lavage lors de I’'étape
de décoloration, et les bactéries conservent leur coloration bleue violet.

Les bactéries Gram-négatives, en revanche, ont une paroi cellulaire
composée d’une chaine de muréine a une seule couche : c’est pourquoi le
décolorant disparait avec la solution de décoloration. Les bactéries Gram-
négatives sont colorées en rose a rouge par une contre-coloration effectuée
a l'aide d’une solution de safranine.

Matériel des échantillons

Frottis de matériel bactériologique séchés a l'air et fixés par la chaleur
comme crachat, frottis de ponctions-biopsies a I'aiguille fine (BAAF),
solutions de lavage, empreintes, liquides d’épanchement, pus, exsudats,
cultures liquides et solides

Réactifs

Art. 1.09217
Safranine en solution selon Gram
pour la coloration selon Gram

500 ml, 2,51

Nécessaire en plus :

Art. 1.00567 Solution de Lugol stabilisée avec PVP 11,2,51
pour la coloration selon Gram

ou

Art. 1.09261 Solution de Lugol (Iode et iodure de potassium 11,2,51
en solution diluée)
pour la coloration selon Gram

Art. 1.09218 Violet cristallisé en solution selon Gram 500 ml, 2,51
pour la coloration selon Gram
Art. 1.10218 Solution de décoloration selon GRAM 500 ml, 2,51

pour la coloration selon Gram

FR

www.sigmaaldrich.com

En alternative :

Le kit de coloration 1.11885.0001 peut étre utilisé a la place de la combi-
naison des réactifs individuelles :

Art. 1.11885.0001
Gram-Color 1 set
Set de coloration pour la coloration de Gram

Préparation des échantillons
Le prélevement d’échantillons doit étre effectué par du personnel qualifié.

L'échantillon est placé sur un porte-objet exempt de toute trace de gras a
I'aide d’une anse flambée. 1| est ensuite frotté et étalé soit directement, soit
avec une a deux gouttes de solution physiologique de chlorure de sodium
(solution de Ringer). Aprés séchage a I'air, on procéde a la fixation a la
chaleur en faisant passer le frottis (coté frottis vers le haut) trois fois lente-
ment dans le haut de la flamme d’un bec Bunsen. Laisser ensuite refroidir
et colorer.

Les frottis séchés a I'air doivent étre soigneusement fixés a la chaleur.

Les frottis séchés a I'air doivent étre soigneusement fixés a la chaleur afin
d’éviter que de la matiére se détache et contamine ainsi les solutions ou les
autres porte-objets.

Tous les échantillons doivent étre traités conformément aux régles de l'art.
Tous les échantillons doivent étre clairement identifiés.

Utiliser des instruments appropriés pour le prélevement d’échantillons et la
préparation, respecter les instructions du fabricant pour I'emploi / I'utilisa-
tion.

Lors de I'utilisation des réactifs auxiliaires adéquats, il y a lieu de respecter
les consignes d'utilisation correspondantes.

Préparation du réactif

Le Safranine en solution selon Gram - pour la coloration selon Gram utilisé
est prétes a I'emploi ; il n‘est pas nécessaire de diluer la solution étant
donné que cela réduit le résultat de coloration et la stabilité.

Mode opératoire

Coloration dans la cuve de coloration

Lors de la coloration par le procédé a immersion, il est recommandé de diluer
le Violet cristallisé en solution selon Gram avec de I'eau distillée dans le
rapport 1 : 3.

1l est nécessaire de plonger et de déplacer les lames porte-objets dans les
solutions ; une simple introduction donne des résultats de coloration insuffi-
sants.

Les lames porte-objets doivent étre égouttées conformément aux procédures
de coloration pour éviter tout transfert non nécessaire des solutions.

Pour obtenir un résultat de coloration optimal, il convient de respecter les
durées indiquées.

Porte-objet avec frottis fixé

Violet cristallisé en solution selon Gram 1:30 minute

Eau du robinet courante 30 secondes

Solution de Lugol* 3 minutes

Eau du robinet courante 20 secondes

Solution de décoloration selon GRAM** 5 - 10 secondes

Eau du robinet courante 30 secondes

Safranine en solution selon Gram 1 minute

Eau du robinet courante 1 minute

Sécher a I'air (p.ex. pendant toute une nuit, ou a 50 °C dans |'armoire de
séchage)

* filtrer aprés trois passages la Solution de Lugol
** jeter apres cing passages la Solution de décoloration selon GRAM



Coloration sur le banc de coloration

Porte-objet avec frottis fixé
Violet cristallisé en solution recouvrir complétement et 1 minute
selon Gram laisser agir
Solution de Lugol rincer brievement
Solution de Lugol recouvrir complétement et 1 minute
laisser agir
Eau distillée laver avec précaution 5 secondes
Solution de décoloration agiter le porte-objet avec 10 - 15
selon GRAM précaution jusqu’a ne secondes
plus voir aucun nuage de
couleur, et jusqu’a ce que
le frottis penne une couleur
bleu-grisatre
Eau distillée laver avec précaution 5 secondes
Safranine en solution selon recouvrir complétement et 1 minute
Gram laisser agir
Eau distillée laver avec précaution 5 secondes
Sécher a I'air (p.ex. pendant toute une nuit, ou a 50 °C dans |'armoire de
séchage)

Si I'on souhaite stocker des préparations hématologiques pendant plusieurs
mois, il est conseillé de les recouvrir d’un produit de montage anhydre
(p.ex. Neo-Mount™ ou Entellan™) et d’une lamelle couvre-objet. Les prépa-
rations colorées doivent étre alors parfaitement séches.

Pour I'examen microscopique de préparations colorées avec un grossisse-
ment >40x, il est recommandé d’utiliser de I’'huile d'immersion.

Coloration dans le distributeur automatique de coloration

La coloration en distributeurs automatiques de coloration peut s’effectuer
comme celle réalisée dans la cuve de coloration.

Résultat
Microorganismes Gram-positives
Microorganismes Gram-négatives

bleu violet
rose a rouge

Diagnostic d’erreurs
Fixation des préparations de frottis

Il est important d’effectuer une fixation a la chaleur suffisante avec un bec
Bunsen ou dans une étuve, afin d’empécher le potentiel infectieux des pré-
parations et une prolifération des bactéries.

Pas de coloration des bactéries Gram-positives

L'opération critique de la coloration de Gram est la décoloration, qui peut
étre influencée par I'épaisseur du frottis. De plus, une solution de décolo-
ration fraiche est trés réactive. C'est pourquoi le résultat doit étre analysé
trés soigneusement. Lors de la décoloration, les temps indiqués ici doivent
étre respectés scrupuleusement, faute de quoi on risque d’obtenir des
résultats faux-négatifs.

Remarques techniques

Le microscope utilisé doit respecter les exigences d’un laboratoire de dia-
gnostics médicaux.

En cas d’utilisation d’un automate de coloration, se conformer aux instruc-
tions du fabricant de I'appareil et du logiciel.

Eliminer I'excédent d’huile pour immersions avant l'archivage.

Caractéristiques de performance analytique

« Safranine en solution selon Gram » colore et permet donc la visualisation
de structures biologiques, comme décrit dans le chapitre « Résultat » de

ce mode d‘emploi. Ce produit ne doit étre utilisé que par des personnes
agréées et qualifiées, ce qui englobe notamment la préparation des échan-
tillons et des réactifs, la manipulation des échantillons, la prise de décisions
en matiere de contrdles appropriés et autres.

La performance analytique du produit est confirmée via I'analyse de chaque
lot de production. La participation réussie a des tests interlaboratoires inter-
nationaux réguliers est une confirmation supplémentaire et indépendante
de la spécificité et de la répétabilité analytiques.

Pour les colorants suivants, la performance analytique a été confirmée au
niveau des spécificité, sensibilité et répétabilité du produit avec un taux de
100 % :

Spécificité | Spécificité | Spécificité | Spécificité
inter-essai | inter-essai | intra-essai | intra-essai

Coloration de Gram

Microorganismes 20/20 20/20 7/7 7/7
Gram-positives
Microorganismes 20/20 20/20 7/7 7/7

Gram-négatives
Résultats de la performance analytique

Les données des essais intra-lot (au sein du méme lot) et inter-lot (sur
différents lots) répertorient le nombre de structures dont la coloration est
appropriée en relation avec le nombre d'essais effectués.

Caractéristiques de performance clinique

La Safranine en solution selon Gram a été utilisée avec succes en contexte
clinique pendant des décennies dans un grand nombre d’applications.

La performance clinique de la Safranine en solution selon Gram en parti-
culier a été définie en déterminant sa sensibilité et sa spécificité dans le
cadre d’une étude interne :

Microorganismes Gram-positives

Coloration de Gram

Sensibilité 14/15

Spécificité 15/15

Sensibilité : 14 échantillons sur 15 : 93,3 %
Spécificité : 15 échantillons sur 15 : 100 %

Microorganismes Gram-négatives

Coloration de Gram

Sensibilité 15/15

Spécificité 15/15

Sensibilité : 15 échantillons sur 15 : 100 %
Spécificité : 15 échantillons sur 15 : 100 %

Les résultats de cette évaluation de performance confirment que le produit
est approprié a I'usage prévu et peut étre utilisé de maniére fiable.

L'interprétation diagnostique des résultats de coloration doit cependant
étre réalisée par des professionnels qualifiés et agréés, en tenant compte
des antécédents du patient, de la morphologie, de I'utilisation de contréles
adéquats et d'autres tests de diagnostic, le cas échéant. Cette méthode
peut étre utilisée dans le diagnostic chez I'étre humain comme approche
complémentaire.

Diagnostic

Les diagnostics doivent étre exclusivement effectués par des personnes
autorisées et qualifiées.

Les nomenclatures en vigueur doivent étre utilisées.

Cette méthode doit étre appliquée dans le diagnostic humain a titre com-
plémentaire.

Des tests plus poussés seront choisis et réalisés selon des méthodes recon-
nues.

Chaque étape doit étre effectuée sous contrdle, afin d’exclure toute possibi-
lité de résultat erroné.

Le contréle du kit de coloration peut étre effectué avec des bactéries Gram-
positives et des bactéries Gram-négatives. Pour ce faire, il faut utiliser des
cultures sur milieux nutritifs incubées 18 a 24 heures.

Stockage

Stocker le Safranine en solution selon Gram - pour la coloration selon Gram
entre +15°C et +25°C.

A une température inférieure a +15 °C, on peut noter la formation de pré-
cipité de colorant dans les solutions de coloration. Dans ce cas, placer les
flacons pendant 2 a 3 heures dans un bain marie chaud a env. 60 °C. De ce
fait, la plus grande partie des précipités de colorant se dissout a nouveau.
Filtre ensuite les solutions de coloration a travers un papier filtre.

Stabilité

Le Safranine en solution selon Gram - pour la coloration selon Gram peut
étre utilisé jusqu’a la date de péremption indiqué.

Apreés la premiére ouverture du flacon, conserver entre +15 °C et +25 °C
et utiliser jusqu’a la date de péremption.

Tenir les flacons toujours bien fermés.

Capacité
env. 250 colorations / 500 ml

Remarques sur |'utilisation

Réservé a une utilisation professionnelle.

Pour éviter les erreurs, I'application doit étre effectuée par un personnel qua-
lifié.

Respecter les directives nationales relatives a la sécurité au travail et a
I'assurance de la qualité.

Utiliser des microscopes équipés conformément au standard.

En cas de besoin, utiliser une centrifugeuse conforme a la norme de labora-
toire et aux criteres.

Protection contre les infections

Veiller impérativement a une protection efficace conformément aux direc-
tives des laboratoires.



Consignes d’élimination

Eliminer I'emballage conformément a la réglementation en vigueur.

Les solutions usagées et les solutions dont la date de péremption est dé-
passée doivent étre traitées comme des déchets dangereux, en respectant
les directives locales relatives a |'"élimination des déchets. Pour commander
les instructions sur I"élimination des déchets, cliquer sur le Quick Link « Hints
for Disposal of Microscopy Products » sur www.microscopy-products.com. Au
sein de I'UE s’applique le réglement CE) n°® 1272/2008 relatif a la classifica-
tion, a I'étiquetage et a I'emballage des substances et des mélanges, modi-
fiant et abrogeant les directives 67/548/CEE et 1999/45/CE et modifiant le
réglement (CE) N° 1907/2006.

Réactifs auxiliaires

Art. 1.00567 Solution de Lugol stabilisée avec PVP 11,2,51
pour la coloration selon Gram

Art. 1.04699 Huile pour immersions flacon compte-

pour la microscopie gouttes de 100 ml,
100 ml, 500 ml
Art. 1.07961 Entellan™ néo 100 ml, 500 ml,

produit de montage rapide 11
pour la microscopie

Art. 1.09016 Neo-Mount™ flacon compte-
agent de montage anhydre gouttes de 100 ml,
pour la microscopie 500 ml

Art. 1.09218 Violet cristallisé en solution selon Gram 500 ml, 2,51
pour la coloration selon Gram

Art. 1.09261 Solution de Lugol (Iode et iodure de 11,251
potassium en solution diluée)
pour la coloration selon Gram

Art. 1.10218 Solution de décoloration selon GRAM
pour la coloration selon Gram

Art. 1.11885 Gram-Color 1 set
Set de coloration pour la coloration de Gram

500 ml, 2,51

Classification des matiéres dangereuses
Art. 1.09217

Tenir compte de la classification des matiéres dangereuses indiquées sur
I’étiquette et les indications de la fiche de données de sécurité.

La fiche de données de sécurité est disponible sur le site web et sur
demande.

Composants principaux du produit
Art. 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l
11 = 0,98 kg

Remarque générale

Si un incident grave s’est produit durant ou par suite de I'utilisation, veuillez
informer de celui-ci le fabricant et/ou son mandataire et votre autorité
nationale.

Littérature

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226 : Liquide et vapeurs inflammables.

P210 : Tenir a I’écart de la chaleur, des surfaces chaudes, des étincelles,
des flammes nues et de toute autre source d’inflammation. Ne pas fumer.

P233: Maintenir le récipient fermé de maniére étanche.

P240: Mise a la terre et liaison équipotentielle du récipient et du matériel de
réception.

P241: Utiliser du matériel électrique/ de ventilation/ d’éclairage antidéfla-
grant.

P242: Utiliser des outils ne produisant pas d’étincelles.

P243: Prendre des mesures de précaution contre les décharges électrosta-
tiques.

Historique des révisions

Version Commentaire concernant les modification

2024-Jul-23

Version initiale avec I'introduction de I'historique des
révisions

Aux Etats-Unis et au Canada, I'activité Life Science de Merck opére sous le nom de
MilliporeSigma.

© 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne et/ou ses sociétés affiliées. Tous droits réservés. Merck et
Sigma-Aldrich sont des marques de Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne. Toutes les autres marques citées
appartiennent a leurs proprietaires respectifs.

Des informations détaillées sur les marques sont disponibles via des ressources accessibles au public.
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Microscopia

Safranina en solucion segin
Gram

para la tincion de Gram

Solamente para uso profesional

|VD Producto sanitario para diagndstico in vitro c €

Finalidad prevista

La presente “Safranina en solucién segiin Gram - para la tincién de Gram”
es utilizada para el diagnostico celular en la medicina humana, se emplea
en el examen bacterioldgico de muestras de origen humano. Se trata de
una solucidén de tincién lista para el uso que, junto con otros materiales de
diagnéstico in vitro pertenecientes a nuestra cartera, hace evaluables deter-
minadas para el diagndstico estructuras de destino bacterianas (bacterias
Gram positivas y Gram negativas) mediante fijacion, tincién, contratincién,
montaje) en material de examen bacterioldgico, como pueden ser frotis de
liquidos corporales.

Las soluciones segin Gram estan modificadas e ideadas de tal manera que
la tincidon pueda ser realizada tanto en cubetas de tincion como en bancos
de tincion y aparatos automaticos de tincion.

Las estructuras sin tefiir son relativamente pobres en contrastes y apenas
si pueden diferenciarse bajo el microscopio 6ptico. Las imagenes gene-
radas con ayuda de las soluciones de tincién permiten a un examinador
autorizado y cualificado reconocer mejor la forma y la estructura. Para un
diagnéstico final deben realizarse pruebas mas complejas segin métodos
reconocidos y validos.

Principio
El método de tincién de Gram permite realizar con rapidez una diferencia-
cioén entre bacterias Gram positivas y Gram negativas.

El comportamiento de las bacterias respecto a la tincion depende de la
estructura de las paredes celulares de las bacterias.

Durante la tincion de Gram, las bacterias son tefiidas con violeta cristal,

un colorante de anilina. Después del tratamiento con soluciéon de yodo
(solucion de Lugol) se produce un complejo de colorante y yodo. La red de
mureina de varias capas que presentan las paredes celulares Gram positi-
vas evita la lixiviacion del complejo de colorante y yodo durante el paso de
descoloracion, las bacterias conservan su tincion azul violeta.
Contrariamente a esto, las bacterias Gram negativas disponen de una pared
celular compuesta por una red de mureina con una sola capa, por lo que
devuelven el colorante con la soluciéon de descoloracion. Las bacterias Gram
negativas son tefidas de color rosa a rojo por medio de una contratincién
con solucion de safranina.

Material de las muestras

Frotis de material bacterioldgico secados al aire a termofijados como espu-
tos, frotis tomados de punciones aspirativas con aguja fina (PAAF/FNAB),
soluciones de lavado, imprints, efusiones, pus, exsudados, cultivos liquidos
y solidos

Reactivos

Art. 1.09217

Safranina en solucién segiin Gram
para la tincion de Gram

500 ml, 2,51

Necesario ademas:

Art. 1.00567 Solucién de Lugol estabilizada con PVP 11,251
para la tincion de Gram

o

Art. 1.09261 Solucién de Lugol (solucién diluida de yodo y 11,251
yoduro potasico)
para la tincion de Gram

Art. 1.09218 Violeta cristal en solucidén segiin Gram 500 ml, 2,5 |
para la tincion de Gram
Art. 1.10218 Solucién decolorante segin Gram 500 ml, 2,51

para la tincion de Gram
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Alternativamente:

En lugar de la combinacién de los reactivos sueltos puede utilizarse también
el kit de tincion 1.11885.0001:

Art. 1.11885.0001
Gram-Color 1 set
Equipo de tincién para la tincién de Gram

Preparacion de las muestras
La toma de muestra debe ser realizada por personal especializado.

El material de ensayo es aplicado en un portaobjetos exento de grasa
sirviéndose de un asa bacterioldgica esterilizada al rojo vivo. A continua-
cién se extiende y se le realiza un frotis, directamente o con 1 a 2 gotas
de solucidn fisioldgica de cloruro sddico (solucion de Ringer). Después del
secado al aire se efectla la termofijacion haciendo pasar el frotis (con el
lado del frotis mirando hacia arriba) tres veces lentamente a través de la
parte superior de la llama del mechero de Bunsen. Después, esperar hasta
que se haya enfriado y tefir.

Los frotis secados al aire han de ser termofijados con gran esmero. Esto
impide que haya peligro de infeccion y reduce el desplazamiento de mate-
rial por flotacion y, debido a esto, la contaminacion de soluciones y otros
portaobjetos.

Todas las muestras deben tratarse de acuerdo con el estado de la tecnologia.
Todas las muestras deben estar rotuladas inequivocamente.

Deben usarse instrumentos adecuados para la toma de muestras y en la
preparacion, y deben seguirse las instrucciones del fabricante para la apli-
cacion / el empleo.

Al usar los correspondientes reactivos auxiliares deberdn tenerse en cuenta
las respectivas instrucciones de empleo.

Preparacion del reactivo

La Safranina en solucidén segliin Gram - para la tincién de Gram para los
procesos de tincidn estan lista para el uso, la dilucién de la solucién no es
necesaria y empeora el resultado de la tincion asi como la estabilidad.

Técnica
Tincién en la cubeta de tincion

En caso de tincién por el procedimiento de inmersidén se recomienda diluir la
Violeta cristal en solucion segin Gram con agua destilada en relacién 1:3.

Los portaobjetos han de ser inmersos y movidos en las soluciones, la simple
introduccion proporcionara resultados de tincion insuficientes.

Los portaobjetos deberian ser escurridos bien por goteo después de los
diferentes pasos de tincion, de esta manera se podra evitar el innecesario
arrastre de soluciones.

Para conseguir un 6ptimo resultado de tincién, deberian respetarse los
periodos indicados.

Portaobjetos con frotis fijado

Violeta cristal en solucién segin Gram 1:30 minuto

Agua corriente del grifo 30 segundos

Solucién de Lugol* 3 minutos

Agua corriente del grifo 20 segundos

Solucién decolorante segin Gram** 5 - 10 segundos

Agua corriente del grifo 30 segundos

Safranina en solucién segin Gram 1 minuto

Agua corriente del grifo 1 minuto

Secar al aire (p.ej. durante la noche o a 50 °C en el armario de secado)

* filtrar la Solucion de Lugol después de 3 ciclos
** desechar la Solucién decolorante segiin Gram después de 5 ciclos



Tincién en el banco de tincién

Portaobjetos con frotis fijado
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Caracteristicas de rendimiento clinico
La Safranina en solucidén segiin Gram se ha usado con éxito en el ambito
clinico durante décadas en un gran nimero de aplicaciones.

Secar al aire (p.ej. durante la noche o a 50 °C en el armario de secado)

Para el almacenamiento de preparados bacteriolégicos durante varios
meses se recomienda el montaje con medios de montaje anhidros (p.ej.
Neo-Mount™ o Entellan™) y cubreobjetos. Para ello, los preparados han de
ser secados con gran esmero.

Para el analisis de preparados tefiidos con un aumento microscopico >40x
se recomienda el uso de aceite de inmersion.

Tincion en el aparato automatico de tincion

La tincion en un aparato automatico de tincidon puede ser realizada de la
misma manera que la tinciéon en una cubeta de tincién.

Resultado
Microorganismos Gram positivos
Microorganismos Gram negativos

violeta azulado
rosa a rojo

Localizacion de errores
Fijacion de preparados de frotis

Es importante realizar una termofijacion suficiente por medio de un meche-
ro Bunsen o en un armario de calor para eliminar el potencial infeccioso de
los preparados y evitar que las bacterias sigan creciendo.

Ninguna tincion de bacterias Gram positivas

El paso critico en la tincién de Gram es el paso de descoloracién, que puede
ser influenciado por el espesor del frotis. Por lo demas, una solucién deco-
lorante fresca es muy reactiva, por lo que el resultado deberia ser evalua-
do cuidadosamente. Durante la descoloracidn, los tiempos indicados aqui
deberian ser respetados con maxima exactitud, ya que de lo contrario se
podrian presentar resultados incorrectamente negativos.

Notas técnicas

El microscopio usado deberia corresponder a los requisitos de un laboratorio
de diagnodstico médico.

Si se utilizan aparatos automaticos de tincion, deberan tenerse en cuenta
las instrucciones de operacién del fabricante, tanto del aparato como del
software.

Eliminar el aceite de inmersion en exceso antes de archivar.

Caracteristicas de rendimiento analitico

“Safranina en solucion segun Gram” tifie y, por lo tanto, visualiza es-
tructuras bioldgicas, como se describe en el capitulo “Resultado” de esta
instruccion de uso. Solo deben utilizar el producto personas autorizadas y
cualificadas. Esta utilizacion incluye, entre otras actividades, la preparacion
de muestras y reactivos, la manipulacién de muestras, las decisiones relati-
vas a los controles adecuados, etc.

El rendimiento analitico del producto se confirma analizando cada lote de
produccién. La participacion satisfactoria en analisis interlaboratorios in-
ternacionales periddicos proporciona una confirmacién adicional e indepen-
diente de la especificidad y repetibilidad analitica.

En el caso de las siguientes tinciones, se confirmé el rendimiento analitico
en términos de especificidad, sensibilidad y repetibilidad del producto, con
una tasa del 100 %:

Especifici- Especifici- Especi- Especi-
dad inter- dad inter- ficidad ficidad
ensayos ensayos intraensa- intraensa-
yos yos

Tincion de Gram

Microorganismos 20/20 20/20 7/7 7/7

Gram positivos

Microorganismos 20/20 20/20 7/7 7/7

Gram negativos

Resultados de rendimiento analitico

Los datos intraensayos (realizados en el mismo lote) e interensayos (reali-
zados en diferentes lotes) enumeran las estructuras correctamente tefiidas
en relacidon con el nimero de ensayos realizados.

Violeta cristal en solucion cubrir completamente y 1 minuto El rendimiento clinico de la Safranina en solucién segin Gram en particular
segln Gram dejar actuar se determind estableciendo su sensibilidad y especificidad en un estudio
. - interno:
Solucion de Lugol enjuagar brevemente . . .
Microorganismos Gram positivos
Solucién de Lugol* cubrir completamente y 1 minuto
dejar actuar Tincion de Gram
Agua destilada lavar con cuidado 5 segundos Sensibilidad 14/15
Solucién decolorante segiin | mover el portaobjetos con 10 - 15 Especificidad 15/15
Gram cuidado hasta que ya no se segundos
deslpfrer;_datn nubes de colc;r Sensibilidad: 14 muestras de 15: 93,3 %
y el frotis tenga un aspecto g . .
gris azulado Especificidad: 15 muestras de 15: 100 %
Agua destilada lavar con cuidado 5 segundos Microorganismos Gram negativos
Safranina en solucion segun | cubrir completamente y 1 minuto Tincidn de Gram
Gram dejar actuar
Sensibilidad 15/15
Agua destilada lavar con cuidado 5 segundos
Especificidad 15/15

Sensibilidad: 15 muestras de 15: 100 %
Especificidad: 15 muestras de 15: 100 %

Los resultados de esta evaluacion de rendimiento confirman la aptitud del
producto para el uso previsto, asi como su fiabilidad de funcionamiento.

No obstante, la interpretacion diagndstica de los resultados de las tinciones
la deben llevar a cabo profesionales cualificados y autorizados, teniendo

en cuenta la anamnesis del paciente, la morfologia, el uso de controles
adecuados y otras pruebas diagndsticas, si procede. Este método puede
complementar el diagndstico humano.

Diagnéstico

Los diagnodsticos deberan ser establecidos solamente por personas autoriza-
das y cualificadas.

Deberan emplearse terminologias vigentes.

Este método debe aplicarse complementariamente en el diagndstico humano.
Deberan elegirse y realizarse ensayos ulteriores segin métodos reconoci-
dos.

Cada aplicacion deberia implicar controles adecuados para descartar resulta-
dos erréneos.

Los controles del kit de tincién pueden realizarse con bacterias Gram positi-
vas y bacterias Gram negativas. Para ello deben utilizarse cultivos proce-
dentes de medios de cultivo incubados durante 18 - 24 horas.

Almacenamiento

Guardar la Safranina en soluciéon segun Gram - para la tincion de Gram de
+15°C a +25°C.

A temperaturas inferiores a 15 °C puede precipitar colorante de las solucio-
nes de tincion. En tal caso han de colocarse los frascos durante 2 - 3 horas
en un bafio de agua aprox. 60 °C. De esta manera se redisuelve la mayor
parte de los precipitados de colorantes. Las soluciones de tincion deben
filtrarse seguidamente a través de un papel de filtro.

Estabilidad

La Safranina en solucién segin Gram - para la tincién de Gram puede ser
utilizada hasta la fecha de caducidad indicada.

Después de abrir el frasco por primera vez, el contenido almacenado entre
+15 °Cy +25 °C es utilizable hasta la fecha de caducidad indicada.

Los frascos deben mantenerse siempre bien cerrados.

Capacidad
aprox. 250 tinciones / 500 ml

Notas sobre el empleo

Solamente para uso profesional.

Para evitar errores, la aplicacion deberia ser realizada por personal especia-
lizado.

Deben cumplirse las directivas nacionales sobre seguridad en el trabajo y
aseguramiento de la calidad.

Deben emplearse microscopios equipados de acuerdo con el estandar.

Si es necesario, debera utilizarse una centrifugadora que corresponda al
estandar de laboratorios y a las exigencias.

Proteccion contra infecciones

Debe observarse a toda costa una proteccion eficaz contra infecciones de
acuerdo con las directivas de laboratorio.

Indicaciones para la eliminacion de residuos

El envase debe ser eliminado de acuerdo con las directivas validas de elimi-
nacion de residuos.

Las soluciones usadas y las soluciones caducadas deben eliminarse como
desecho peligroso, debiéndose cumplir las directivas locales de eliminacion
de residuos. Podra pedirse informacion sobre los procedimientos de elimina-
cién bajo el Quick Link “Hints for Disposal of Microscopy Products” en
www.microscopy-products.com. Dentro de la UE tiene validez el REGLA-
MENTO (CE) N° 1272/2008 sobre la clasificacion, el etiquetado vy el
envasado de sustancias y mezclas, por el que se modifican y derogan las
Directivas 67/548/CEE y 1999/45/CE y se modifica el Reglamento (CE) N©
1907/2006.
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Reactivos auxiliares

Art. 1.00567 Solucién de Lugol estabilizada con PVP 11,2,51
para la tincion de Gram

Art. 1.04699 Aceite de inmersién frasco gotero de
para microscopia 100 ml, 100 ml,

500 ml

Art. 1.07961 Entellan™ Nuevo 100 ml, 500 ml,
medio de montaje rapido 11
para microscopia

Art. 1.09016 Neo-Mount™ frasco gotero de
medio de montaje anhidro 100 ml, 500 ml
para microscopia

Art. 1.09218 Violeta cristal en solucién segiin Gram 500 ml, 2,51

para la tincion de Gram

Art. 1.09261 Solucion de Lugol (solucién diluida de yodo 11, 2,51
y yoduro potdsico)
para la tincién de Gram

Art. 1.10218 Solucion decolorante segin Gram 500 ml, 2,5 |
para la tincion de Gram
Art. 1.11885 Gram-Color 1 set

Equipo de tincién para la tincion de Gram

Clasificacion de substancias peligrosas
Art. 1.09217

Tener en cuenta la clasificacion de substancias peligrosas en la etiqueta y
las indicaciones en la ficha de datos de seguridad.
La ficha de seguridad esta disponible en el sitio web y a solicitud.

Componentes principales del producto
Art. 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l
11 = 0,98 kg

Aviso general

Si se produce un incidente grave durante el uso o a causa del mismo, sirva-
se informar al fabricante y/o a su apoderado y a su autoridad nacional.

Literatura

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Liquidos y vapores inflamables.

P210: Mantener alejado del calor, de superficies calientes, de chispas, de
llamas abiertas y de cualquier otra fuente de ignicién. No fumar.

P233: Mantener el recipiente herméticamente cerrado.

P240: Toma de tierra y enlace equipotencial del recipiente y del equipo
receptor.

P241: Utilizar material eléctrico/ de ventilacion/ iluminacion/ antideflagran-
te.

P242: No utilizar herramientas que produzcan chispas.
P243: Tomar medidas de precaucion contra las descargas electrostaticas.
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Microscopia

Safranina soluzione secondo
Gram

per la colorazione di Gram

Solo per uso professionale

|VD Dispositivo medico-diagnostico in vitro c €

Scopo previsto

La presente “Safranina soluzione secondo Gram - per la colorazione di
Gram” e utilizzato per la diagnostica cellulare nell'uomo e serve per I'esame
batteriologico di campioni di origine umana. E una soluzione di colorazione
pronto all’'uso che, congiuntamente ad altri prodotti diagnostici in vitro del
nostro portafoglio, consente I'analisi diagnostica delle strutture bersaglio
batteriche (batteri Gram-positivi e Gram-negativi) mediante fissaggio, colo-
razione, controcolorazione, montaggio nei campioni batteriologici, quali ad
esempio strisci di liquidi corporei.

Le soluzioni secondo Gram sono modificate e concepite in modo da poter
eseguire la colorazione in cuvette di colorazione, con il rastrello di colorazio-
ne ed in strumenti di colorazione automatici.

Le strutture non colorate presentano un contrasto relativamente poco
marcato e sono difficili da distinguere al microscopio ottico. In virtu delle
immagini ottenute con le soluzioni di colorazione, il ricercatore autorizza-
to e qualificato € in grado di distinguere in modo piu preciso la forma e la
struttura. Per una diagnosi definitiva devono essere eseguiti ulteriori test
avvalendosi di metodi validi e riconosciuti.

Principio

La colorazione di Gram consente di distinguere rapidamente i batteri tra
Gram-positivi e Gram-negativi.

Il comportamento dei batteri alla colorazione & determinato dalla struttura
delle pareti cellulari degli stessi.

Con la colorazione di Gram, i batteri vengono colorati con cristallo violetto,
un colorante all’anilina. Dopo il trattamento con soluzione di iodio (solu-
zione di Lugol), si forma un complesso colorante-iodio. La parete cellulare
composta da piu strati di mureina dei batteri Gram-positivi impedisce lo
scolorimento del complesso colorante-iodio nella fase di decolorazione e i
batteri conservano la colorazione blu-violetto.

Al contrario, i batteri Gram-negativi hanno una parete cellulare costituita da
uno strato di mureina e possono sbiadirsi con la soluzione di decolorazio-
ne. I batteri Gram-negativi vengono colorati da rosa a rosso attraverso la
contro-colorazione con soluzione di safranina.

Materiale d’esame

Strisci di materiale batteriologico essiccati all’aria e termofissati quale
espettorato, strisci ottenuti da agoaspirati (FNAB, Fine Needle Aspiration
Biopsy = agobiopsia con ago sottile), lavaggi, impronte, effussioni, pus,
essudati, colture liquide e solide

Reattivi

Art. 1.09217
Safranina soluzione secondo Gram
per la colorazione di Gram

500 ml, 2,51

Inoltre necessario:

Art. 1.00567 Soluzione Lugol stabilizzata con PVP 11,2,51
per la colorazione di Gram

o

Art. 1.09261 Soluzione Lugol (soluzione diluita di iodio- 11,2,51
potassio ioduro)
per la colorazione di Gram

Art. 1.09218 Cristallvioletto soluzione sec. Gram 500 ml, 2,51
per la colorazione di Gram
Art. 1.10218 Soluzione decolorante secondo Gram 500 ml, 2,51

per la colorazione di Gram
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In alternativa:

Al posto della combinazione del reattivi singole puo essere utilizzato anche
il kit di colorazione 1.11885.0001:

Art. 1.11885.0001
Gram-Color 1 set
Set di colorazione per la colorazione di Gram

Preparazione dei campioni
Il campionamento deve essere effectuato da personale specializzato.

Il materiale da analizzare viene sparso con un’ansa sterile su un portaog-
getti sgrassato. Poi viene distribuito e disteso, direttamente o con 1 - 2
gocce di soluzione fisiologica di cloruro di sodio (soluzione Ringer). Dopo
aver lasciato asciugare all’aria si procede alla fissazione a caldo, la quale
avviene passando lentamente per tre volte il vetrino attraverso la parte alta
della fiamma del becco Bunsen (parte del vetrino portaoggetti col campione
rivolta verso I'alto). In seguito lasciar raffreddare e colorare.

Gli strisci essiccati all’aria devono essere fissati molto accuratamente con il
calore. In questo modo si previene il rischio di infezioni e si riduce I'allonta-
namento del materiale e la conseguente contaminazione delle soluzioni e di
altri portaoggetti.

Tutti i campioni devono essere trattati secondo la tecnica standard vigente.
Tutti i campioni vanno contrassegnati in modo tale da essere facilmente
identificati.

Devono essere utilizzati strumenti adatti per il prelievo e la preparazione dei
campioni; vanno osservate rigorosamente le indicazioni del produttore circa
I'applicazione e le istruzioni d’uso.

Quando si utilizzano i reattivi ausiliari corrispondenti, osservare le relative
istruzioni per l'uso.

Preparazione del reattivo

La Safranina soluzione secondo Gram - per la colorazione di Gram & pronte
all’'uso, non e richiesta la diluizione delle soluzione, poiché compromette la
colorazione e ne riduce la stabilita.

Esecuzione

Colorazione nella cuvetta di colorazione

Nella colorazione a immersione si consiglia una diluizione 1:3 della soluzio-
ne di Cristallvioletto soluzione sec. Gram con acqua distillata.

I portaoggetti vanno immersi e fatti muovere nelle soluzioni; la semplice
immersione non produce risultati soddisfacenti.

I portaoggetti vanno fatti sgocciolare accuratamente dopo le singole fasi della
colorazione, in modo da evitare il trascinamento (carry-over) delle soluzioni.
Per ottenere una colorazione ottimale si dovrebbero rispettare i tempi
indicati.

Portaoggetti con striscio fissato

Cristallvioletto soluzione sec. Gram 1:30 minuto
Acqua di rubinetto corrente 30 secondi
Soluzione Lugol* 3 minuti
Acqua di rubinetto corrente 20 secondi
Soluzione decolorante secondo Gram** 5 - 10 secondi
Acqua di rubinetto corrente 30 secondi
Safranina soluzione secondo Gram 1 minuto
Acqua di rubinetto corrente 1 minuto
f\sci;lgare all’aria (ades. per una notte o a 50 °C nell’armadio di asciuga-
ora

* filtrare dopo 3 passaggi la Soluzione Lugol
** sostituire dopo 5 passaggi la Soluzione decolorante secondo Gram



Colorazione con rastrello di colorazione

T
Caratteristiche delle prestazioni cliniche

Per stoccare i preparati batteriologici per diversi mesi, si raccomanda il
montaggio con un mezzo di montaggio anidro (ad es., Neo-Mount™ o
Entellan™) e un vetrino coprioggetti. I preparati colorati devono essere ben
essiccati.

Per I'analisi dei preparati colorati con ingrandimento al microscopio >40x, si
consiglia di utilizzare olio di immersione.

Colorazione nel strumento automatico colorazione

La colorazione nei strumenti di colorazione automatici puo essere eseguita
come la colorazione nella cuvette di colorazione.

Risultato
Microrganismi Gram-positivi
Microrganismi Gram-negativi

blu-violetto
da rosa a rosso

Individuazione e soluzione di problemi
Fissagio degli strisci
E importante eseguire un fissaggio adeguato con il becco Bunsen o in un

armadio di calore, in modo da prevenire le possibili infezioni dei preparati e
|'ulteriore crescita batterica.

Nessuna colorazione dei batteri Gram-positivi

1l passo fondamentale della colorazione di Gram & la decolorazione, che puo
essere influenzata dallo spessore dello striscio. La soluzione decolorante
fresca € inoltre molto reattiva e quindi & necessario valutare con attenzione
il risultato. I tempi qui indicati per la decolorazione devono essere rigorosa-
mente osservati, poiché in caso contrario si possono ottenere risultati falsi
negativi.

Annotazioni tecnici

Il microscopio utilizzato deve soddisfare i requisiti previsti in un laboratorio
medico diagnostico.

In caso di colorazione automatizzata, attenersi alle istruzioni per I'uso del
produttore dello strumento e del software.

Eliminare I'olio di immersione in eccesso prima dell’archiviazione.

Caratteristiche delle prestazioni analitiche

,Safranina soluzione secondo Gram" colora e pertanto permette di visualiz-
zare strutture biologiche, come descritto nel capitolo ,Risultato" di questa
IFU. Il prodotto deve essere utilizzato solo da persone autorizzate e quali-
ficate; cio include, a titolo esemplificativo, la preparazione del campione e
del reagente, la manipolazione del campione, le decisioni relative ai controlli
adeguati, ecc.

Le prestazioni analitiche del prodotto sono confermate per mezzo di test

su ciascun lotto di produzione. La fruttuosa partecipazione a test interlabo-
ratorio internazionali su base regolare fornisce una conferma aggiuntiva e
indipendente della specificita e ripetibilita analitica.

Per le seguenti colorazioni, le prestazioni analitiche sono state confermate
in termini di specificita, sensibilita e ripetibilita del prodotto con un tasso del
100 %:

Specificita | Specificita | Specificita | Specificita
intersaggio | intersaggio | intrasaggio | intrasaggio

Colorazione di

Gram

Microrganismi 20/20 20/20 7/7 7/7
Gram-positivi

Microrganismi 20/20 20/20 7/7 7/7

Gram-negativi

Risultati delle prestazioni analitiche

I dati intrasaggio (eseguiti sullo stesso lotto) e intersaggio (eseguiti su lotti
diversi) elencano il numero di strutture correttamente colorate in relazione
al numero di saggi eseguiti.

Port i triscio fissat La Safranina soluzione secondo Gram e stata utilizzata con successo in
ortaoggetti con striscio fissato ambito clinico per decenni in un elevato numero di applicazioni.
Cristallvioletto soluzione coprire completamente e 1 minuto In particolare, le prestazioni cliniche della Safranina soluzione secondo
sec. Gram lasciar agire Gram sono state determinate stabilendo la sua sensibilita e specificita in
; ; uno studio interno:
Soluzione Lugol sciacquare brevemente . L -
Microrganismi Gram-positivi
Soluzione Lugol coprire completamente e 1 minuto
lasciar agire Colorazione di Gram
Acqua distillata lavare con precauzione 5 secondi Sensibilita 14/15
Soluzione decolorante scuotere con delicatezza il 10 - 15 Specificita 15/15
secondo Gram portaoggetti fino a quando secondi
l”‘%? cg_mplalono FI7'U ?‘_JVQ‘ Sensibilita: 14 campioni su 15: 93,3 %
ette di colore e lo striscio L . o
appare di colore grigio-blu Specificita: 15 campioni su 15: 100 %
Acqua distillata lavare con precauzione 5 secondi Microrganismi Gram-negativi
Safranina soluzione secondo | coprire completamente e 1 minuto Colorazione di Gram
Gram lasciar agire -
— - - Sensibilita 15/15
Acqua distillata lavare con precauzione 5 secondi -
- - S - Specificita 15/15
Asciugare all’aria (ades. per una notte o a 50 °C nell’'armadio di asciuga-
tora) Sensibilita: 15 campioni su 15: 100 %

Specificita: 15 campioni su 15: 100 %

I risultati di questa valutazione delle prestazioni confermano che il prodotto
€ adatto all'uso previsto e funziona in modo affidabile.

L'interpretazione diagnostica dei risultati della colorazione, tuttavia, deve
essere effettuata da professionisti qualificati e autorizzati, tenendo conto
dell“anamnesi del paziente, della morfologia, dell'uso di controlli adeguati e
di ulteriori test diagnostici, se necessario. Questo metodo puo essere utiliz-
zato in modo supplementare nella diagnostica umana.

Diagnostica

Le diagnosi vanno eseguite solo da personale autorizzato e qualificato.
Devono essere utilizzate nomenclature valide.

La presente metodologia deve essere utilizzata quale strumento integrativo
per la diagnostica umana.

Ulteriori test vanno scelti ed eseguiti secondo metodi riconosciuti.

Per ogni applicazione devono essere eseguiti controlli appropriati, per esclu-
dere possibili risultati errati.

1I controllo del kit di colorazione puo essere eseguito con batteri Gram-
positivi e Gram-negativi. Utilizzare allo scopo brodocolture incubate per

18 - 24 ore.

Conservazione

La Safranina soluzione secondo Gram - per la colorazione di Gram va con-
servata ad una temperatura compresa tra +15°C e +25°C.

Ad una temperatura inferiore ai 15 °C si possono infatti formare dei preci-
pitati di colorante nelle corrispettive soluzioni. In tal caso i contenitori sono
da mettere in un bagnomaria a circa 60 °C per 2 - 3 ore, in modo da scio-
gliere la maggior parte del precipitato di colorante. In seguito & necessario
filtrare le soluzioni di colorazione attraverso carta da filtro.

Stabilita

La Safranina soluzione secondo Gram - per la colorazione di Gram puo
essere utilizzata fino alla data di scadenza indicata.

Una volta aperto il flacone, il contenuto si mantiene stabile fino alla data di
scadenza indicata se conservato ad una temperatura compresa tra +15 °C
e +25 °C.

Conservare sempre i flaconi ben chiusi.

Capacita
circa 250 colorazione / 500 ml

Istruzioni per l'uso

Solo per uso professionale.

Per evitare errori, la applicazione deve essere eseguita da personale specia-

lizzato.

Vanno osservate le direttive nazionali in materia di sicurezza sul lavoro e di
assicurazione di qualita.

Vanno utilizzati microscopi conformi agli standard vigenti.

All'occorrenza utilizzare una centrifuga che soddisfi gli standard di laborato-
rio ed i rispettivi requisiti.

Protezione contro le infezioni

Vanno rigorosamente osservate le norme di laboratorio relative alla
protezione contro le infezioni.

Istruzioni per lo smaltimento

La confezione deve essere smaltita nel rispetto delle vigenti direttive in
materia.

Le soluzioni usate e le soluzioni scadute vanno smaltite come rifiuti perico-
losi, in conformita alle disposizioni locali vigenti in materia di smaltimento
dei rifiuti. Per richiedere informazioni sullo smaltimento selezionare il
Quick link “Hints for Disposal of Microscopy Products” all’indirizzo
www.microscopy-products.com. Nell’'Unione europea trova applicazione il
Regolamento (CE) n. 1272/2008 relativo alla classificazione, all’etichetta-
tura e allimballaggio delle sostanze e delle miscele che modifica e abroga
le direttive 67/548/CEE e 1999/45/CE e che reca modifica al regolamento
(CE) n. 1907/2006.



Reattivi ausiliari
Art. 1.00567 Soluzione Lugol stabilizzata con PVP
per la colorazione di Gram

Art. 1.04699 Olio di immersione
per microscopia

Art. 1.07961 Entellan™ Neo
mezzo di montaggio rapido
per microscopia
Art. 1.09016 Neo-Mount™
mezzo di montaggio anidro
per microscopia
Art. 1.09218 Cristallvioletto soluzione sec. Gram
per la colorazione di Gram
Art. 1.09261 Soluzione Lugol (soluzione diluita di iodio-
potassio ioduro)
per la colorazione di Gram
Art. 1.10218 Soluzione decolorante secondo Gram
per la colorazione di Gram
Art. 1.11885 Gram-Color
Set di colorazione per la colorazione di Gram

Classificazione di sostanze pericolose
Art. 1.09217

11,2,51

flacone conta-
gocce di 100 ml,
100 ml, 500 ml

100 ml, 500 ml,
11

flacone conta-
gocce di 100 ml,
500 ml

500 ml, 2,5 |

11,251

500 ml, 2,51

1 set

Osservare la classificazione delle sostanze pericolose riportata sull’etichetta

e seguire le indicazioni della scheda di sicurezza.

La scheda di sicurezza & disponibile su sito Internet e su richiesta.

Componenti principali del prodotto
Art. 1.09217

C.I. 50240
11 = 0,98 kg

1,8 g/l

Indicazione generale

Se durante o in seguito all’'uso del dispositivo si verifica un incidente,
segnalare I'evento al fabbricante e/o al suo mandatario e alle autorita

nazionali.

Letterature

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,

2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and

Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,

J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Liquido e vapori inflammabili.

P210: Tenere lontano da fonti di calore, superfici calde, scintille, fiamme

libere o altre fonti di accensione. Non fumare.
P233: Tenere il recipiente ben chiuso.

P240: Mettere a terra e a massa il contenitore e il dispositivo ricevente.
P241: Utilizzare impianti elettrici/ di ventilazione/ d’illuminazione a prova di

esplosione.
P242: Utilizzare utensili antiscintillamento.

P243: Fare in modo di prevenire le scariche elettrostatiche.

Cronologia delle revisioni

Versione Commento relativo alla modifica

2024-Jul-23
revisioni

Versione iniziale con l'introduzione della Cronologia delle
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Sigma-Aldrich.

1.09217.0500
1.09217.2500 HEF
1.09217.9025

Mikpookonia

AiaAupa cagppavivng kara Gram
yla Tn JEBodo xpwong kata Gram

lNa enayysAQarTikn Xpnon pHovo

|VD In vitro d1ayvwaTIKO 1aTPOTEXVOAOYIKO NPoidv c €

MpoBAENONEVOG OKOMNOG

To «AiaGAupa cappavivng kata Gram - yia Tn géBodo xpwong kata Gram»
XPNOIKOMOIEITAl YIa 1aTPIKA KUTTAPOAOYIKNA didyvwaon oTov avBpwno Kal npo-
opiCeTal yia BakTnploAoyikr diepelivnon UAIKOU dgiypaTog avBpwnivng npoé-
Aeuonc. MpokerTal yia £va £Toldo yia Xprnon diaAupa Xpwong nou, oTav Xpnal-
ponoleital yadi ge aAAa in vitro diayvwaoTiKa NpoiovTa and To XapToPUAGKIO
pag, kavel Tig dopéG-oToxouG (Gram-0eTikd ) Gram-apvnTikd BakTnpia), o
UAIKG BakTNPIOAOYIKQV JEIYHATWY, Yia Napadelyua eniXpiopaTa CWHAaTIKOV
uypwV, a&loAoynoIPeG yia diayvwaoTikoUg okonoug, JE Povigonoinon, Xxpwaon,
avTIXpwaon Kal oTEPEWON.

Ta diaAlpaTa Xxpwaong katd Gram €ival Tpononoinuéva Kal oxediacpéva pe
TETOIO TPOMO WOTE N XPWON va WUMNopei va npayuartonolsital oe doxeia xpw-
ongG, oTOV POpPEA XpWonG, kKabwg eniong Kal g€ auTOUATONOINPEVA CUCTAKHA-
Ta XPWONG.

O1 aBageg BakTnplakeg dopEG napouaialouv OXETIKA XaunAn avTtiBson kai
eival e€aipeTika dUOKOAN n dIAKPICH TOUG HE TO ONTIKO HIKpookomio. Ol €1-
KOVEG Mou dnuioupyolvTal Xpnaoigonoi®vTag Ta diaAupata Xpwong Bonboluv
ToV €£0UCI000TNHEVO Kal EEEIBIKEUPEVO EPEUVNTR va Npocdiopiosl KaAUTEPa
ToV TUMO Kal TO BAKTAPIO O€ AQUTEG TIG NEPINTWOEIG. Mpénel va dievepyoluvTal
enNAéov €EETATEIC OCUNPWVA PE AVAYVWPIOHEVEG KAl EYKUPEG HEBODOUG Yia
TNV Npayparonoinon Tng opioTIKAG dIayvwang.

Apxn TnG pEBOGSOU

>Tn BakTnploAoyia, n xpwon Gram enITpEnel TNV Taxeia d1apoponoinon Twv
BakTnpiwv og Gram-BeTIka kal Gram-apvnTikda.

H doun poupegivng oTo BakTnpiakd Toixwpa €ival n Bacn TnG XpwWHATOAOYIKNAG
ouyYEévelag.

TO NPpWTO BRAKaA, Ta BaAKTAPIA XpWVUVTAl HE KPUGTAAAIKO BIOAETI, HIa Xpwon
aviAivng. Meta Tnv ene&epyaoia pe 10diouxo didAupa (didAupa Lugol), Ba
oxnuaTioTel éva oUPNAeyPa XpwoTiknG-iwdiou. KaTta To BApa anoxpwuari-
OMOU, auTo To CUMNAEYHA NAPAMEVEI OTNV NOAUCTPWHATIKA SOMR HOUPEIvVNG
TOU KUTTApIKOU ToIX®WHAToG Gram-0eTIKQV BakTnpiwv — 8a epeavifovrai
Kuava-BIOAETI.

Ta Gram- upvrrrn(a BakTApia, uv1'|e£qu, sxouv éva KUTTCIpIKO ToiXwpa nou
anoTeAeital ano povocrrpwpa'nkn dopn HOUPEIVNG Kal avTIoToiXwG eAEUBE-
PWVOUV €K VEOU TN XPWOTIKN xpwonq We To diaAupa unoxpmpaﬂcpou Ta
Gram-apvnTika Baktrpia 6a avTixpwvuvTal e diaAupa cagpavivng kal Ba
eupavifovral oTn ouvexela pol Ewg gpubpa.

YAIkO deiyparog

Enixpiopata BakTnpioAoyikoU UAIkoU unoBAnBévTa oe Enpavaon oTov aépa
Kal goviponoinon pe BeppoTnTa 6nwg NTUeAa, Blowia avappd®nong AenTng
BeAdvag (FNAB), eknAUaoeIg, anoTun®para, cuAAoyEg, nlov, Eidpwuara,
UYPEG Kal OTEPEEG KAAMNIEPYEIEG.

AvTidpaoTipia
Ap. KataAoyou AlGAupa gagpavivng katd Gram 500 ml, 2,51
1.09217 yia Tn péBodo xpwong kata Gram
AnaiToUvTal eniong:
Ap. KataAoyou AldAupa Lugol 11,251
1.00567 oTabeponoinpévo pe PVP

yia Tn péBodo xpwaong katad Gram
n
Ap. KataAoyou AldAupa Lugol 11,251
1.09261 (apaiwpévo dialupa 1wdiolxou

KaAiou) yia Tn HEBODO XpWaONG KATa

Gram
Ap. KaTaloyou AlGAupa KpuoTaAAikoU 500 ml, 2,51
1.09218 BioAeTi kaTta Gram

yia Tn péBodo xpwong kata Gram
Ap. KataAoyou AlGAupa anoxpwpaTiogou kata Gram 500 ml, 2,51

1.10218 yia Tn pEBodo xpwong kata Gram

EL

www.sigmaaldrich.com

EvaAAakTika:

AvTi yia Tov ouvduaopo HovmV avTidpacTnpiwy, PNopei va Xpnoigonoineei
TO KIT Xpwong 1.11885.0001:

Ap. kaTtaAdyou Gram-Color 1 set
1.11885.0001 SET XpWONG yia Tn HEBODO Xpwong
katd Gram

MNMposToipacia dsiyparog
H delypatoAnwia npgnel va npaypaTonolsital anod EUngIpo Npoowniko.

EpappooTe To UAIKO Tou deiypaTog o kaBapn kal eAelBepn and Ainog
AVTIKEIMEVOPOPO NAGKA XPNOIKMOMNoI®VTAG Kia aykUuAn npoodeong. Katoniv
€NAAEIPTE TOo UAIKO €iTe aneuBeiag oTnv avTIKEINEVOPOPO NAAKA I avauei&Te
npwTa Pe 1 - 2 oTayoveg GualoAoyikoU ahaTouyxou diaAUpaTog (diaAupa
Ringer). ZTeyvwaoTe OTOV a€pa Kal KAToMNIV JOVIPOMNOINOTE YE BEpPOTNTA Tpa-
BwvTag apyd TNV avTiKEINEVOPOPO NAAGKA (HE TNV MAEUPA TOU ENIXPIOHATOG
va avTikpilel Npog Ta NAvw) PHECW Tou Avw PEPOUG PAOYag AUXvou Bunsen
y1a TPEIG POPEG. AKOAOUBWG, aPrOTE Va KPUWOEI KAl KAVTE TN Xpwaon.

Ta oTeyvwOEvVTa GTOV Aépa enixpiopaTa NPEnel va Povigonoindouyv pe
BeppoTNTA NOAU NPOCEKTIKA. AUTO ANOTPENEI TOV KivOUVO AOIHMEEWV Kal
MeI®VEl TN dIAGAuCn Tou UAIKOU TwV JEIYHATWY Kal ENOPEVWG TN HOAUVON TWV
SIGAUHATWV Kal AAAWV AVTIKEINEVOPOPWV NAAKQV.

'OAa Ta deiypaTa npénel va unoBdaAAlovTal o€ enegepyaaia Pe xpron npony-
pévng TexvoAoyiac.

'OAa Ta deiypaTa npénel va tpspouv oagn onuavon.

Ma Tn Afyn Kar TNV NpoETOINACia TwV BElYHATWV NPENEl va XPNOIHOnoIoU-
vTai KGTCI)\)\F])\O opyava. AKoOAOUBAGOTE TIG 0dNYiEG TOU KATAOKEUAOTN Yia
epappoyn / xprion.

KaTta tn xpnon Twv avTioToixwv BondnTikwv avTidpacTnpiwy, Npénel va
TnpoUvTal ol avTioToIXeg odnyieg Xpnong.

MposToipacia avTidpacTnpinv

To AiGAupa cappavivng kata Gram - yia Tn PéBodo xpwong kata Gram nou
XPNOILOMOIEITAl YIa Xpwaon €ival €ToIPo yia Xprion. H apaiwon autou
Tou SlaAlpaTog dev ival avaykaia kal npokaAei povo aAloiwan Tou
anoTeAECNATOC XPWONG Kal MEIWOoN TNG oTaBepOTNTAG TOU.

Aiadikacia

Xp®on oTo KUTTAPO XPWONG

ZuvioTdaral n didAuon Tou d1IaAUPATOG KpUoTAAAIKoU BIOAETI kata Gram 1:3
HE aneoTaypévo VEPO, AV XpNOILONoIEiTal n HEBODOG EPBANTIONG.

O1 avTIKeIpEVOPOPOI NAAKEG Npénel va eupanTifovTal Kai va PeTakivouvTal yia
Aiyo oTa diaAUpaTa, n anAn epgpanTion povo divel akataAAnAa anoteAéopara
Xpwong.

O1 NAGKeG Ba npEnel va aprvovTal va oTaAagouv KaAd PETa and Ta PEPOV®-
péva BAPaTa Xxpwong, wg HETPO anopuyngG onolacdnnoTte dokonng diacTau-
poUpeVNG HOAUVONG JIGAUNATWV.

O1 avaypagopevol xpovol Ba npénel va TnpouvTal yia Tn 81ac®alion vog
BEATIOTOU anoTeAEOPATOG XPWONG.

AVTIKEIHEVOQOPOC NAAKA HE HOVIHOMOINUEVO EMNiXPIOKa

AldAupa kpuaTaAAikoU BIOAETI kata Gram 1:30 AenTa
TpexoUpevo vepd Bpuong 30 deurT.
AldAupa Lugol* 3 AenTd
TpexoUpevo vepd Bpliong 20 deurT.
AIGAUPA anoXpwpaTiopou kata Gram** 5 - 10 deur.
TpexoUpevo vepd Bpuong 30 deuT.
AlGAupa cagpavivng kata Gram 1 Aenta
TpexoUpevo vepd Bpliong 1 Aenta
STEYVWOTE OTOV agpa [M.x. 6An Tn vUxTa (8 wpeg) fy oe 50 °C oTov BAAapo
gnpavong]

*  dInBroTe To diaAupa Lugol peta and 3 avaAuoeig
** anoppiyTe To dIGAUNA anoXpwHaTIoPoU kata Gram Weta and 5 avaAloeig



Xp®Oon OTOV SEIYHATOPOPEA XPOONG

AVTIKEIHEVOPOPOG NAAKA HE HOVILOMOINUEVO ENiXpIoHa
AlGAuPa KpUoTAAAIKOU KaAUWTE NARPWG Kal 1 AenTa
BioAeTi kaTd Gram aenoTe va avTidpacel
AldAupa Lugol ZenAUveTe yia Aiyo
AidAupa Lugol KaAUWTE NARPWG Kal 1 Aenta
aenoTe va avTidpdoel
ANECTAYHEVO VEPO MAUVTE NPOCEKTIKA 5 Jeur.
AlGAupa anoXpwuaTiophou NEPIOTPEWTE MPOTEKTIKA 10 - 15
katd Gram TIG NAAKEG €WG OTOU dev deuT.
napayovral NepaITépw
oUVVEQQA XPWOTIKNAG KAl TO
enixpiopa napel éva ykpi-
KuavoUv xpwua
ANECTAYHEVO VEPO MAUVTE NPOCEKTIKA 5 Jeur.
AlaAupa cappavivng KaAUWTE NARPWG Kal 1 AenTa
katd Gram apnoTe va avTidpdael
AngoTaypévo vepo MAUVTE NPOCEKTIKA 5 deuT.
STEYVWOTE OTOV agpa [n.X. 6An Tn vuxTa (8 wpeg) r og 50 °C oTov Baiapo
&npavong]

H kaAuwn pe pun udaTikad péoa otepéwong (n.X. Neo-Mount™ r) Entellan™)
Kal Jia KaAunTpida ouvioT@VTAl yia TN QUAAEN TwV BakTnpIoAoYIKWV delypa-
TWV YIA APKETOUG PAVEG. A Tov OKOMO auTo, Ta XpwaoBevTa deiypara npenel
va oTeyvwvovTal NoAU KaAd.

H xpnon €Aaiou epuRANTIONG CUVICTATAI YIA TNV AvaAuon NAAK®V Nou £X0UV
unoBAnBei oe xpwaon e peyeBuvan piIkpookoniou >40x.

Xp®on 0To auToHaTonoinHévo ocUCTRHA XPKOONG

H xp®on o€ auToparonoinuéva ouaTAPATA XPWONG KMNOopEi va npayuaronoin-
Bei oUPPWVA PE TO NPWTOKOAAO XPWONG 0TO SOXEIO XPWONG.

AnoTéAecua

Gram-BeTIKOi HIKPOOPYQAVIOWOI KuavoUV-BIOAETI

Gram-apvnTIKOi HIKPOOPYQaVIGHOi pol €wg epubpd

AvTigeT®nion npoBAnHAT®WV
Moviponoinon 3elypartwv enixpioparog
Enapkng Baepoq uovmonomonq He BeppoTNTA HE )\uxvo Bunsen i oe 8aiapo

B€puavong eival Bacikng onpuclaq yia Tnv anoguyn meavoTntag poAuvong
TwV JdEIYHATWY Kal NEPAITEPW NoAAanAaciacpol Twv BakTnpiwv.

Mn Xp®on TOV gram-0€TIKAOV BAKTNpinv

To kpioipo oTadio Tng diadikaciag xpwaong Gram €ival To aTadio anoxpwya-
TIOPOU, MOU PMOPEI va ENNPEACTEi and To NAX0G ToU eNiXpiopaTog. EnimAéoy,
€va PPEoKOo dIAAUpa anoxpwuaTiopoU gival oAU avTidpov. Q¢ ek TouTou, TO
anoTéAeopa npénel va aglohoyeiTal Je npocoyr. Kata To Brua anoxpwpa-
TIOPOU, 0 XpNoTng Ba Npénel va Tnpei Toug akpiBeig xpOVoug enwaocng, nNou
nepIypapovTal oTo NpwTOKOANO, €MEIdN dIAPOPETIKA UNOPEI va NPOoKUWOUV
Weudwg apvnTikG anoTeAéopara.

TEXVIKEG ONMHEIDOEIG

To HIKPOOKOMIO MOU XPNOoIJonoIEiTal Ba Npenel va NANPoi TIG anaiTroeIg EVOG
1aTpikoU dIayvwaoTIKOU €pyacTnpiou.

‘OTav XpnoigonolouvTal CUCTARATA auTOPATNG XPWOoNG, NapakaloUUe
akoAoUBROTE TIG 0dNYIEG XPNONG NMou NapéyovTal anod Tov NpopunBeuTr) Tou
OUCTRAPATOG KAl TOU AOYIOHIKOU.

AQaIpEoTe TO eMINAEOV €AAIO EUBANTIONG NPIV anod TNV apxelobETnon.

XapakTnpIioTiKa avaAuTikhnG anddoong

To «AiGAupa cappavivng kata Gram» xpmpaTiC?.l Kal KaT’ auTov Tov TpOno
ansn(owla BloAoyIKEG SOpEG, oan I'IEpIYpCI(PETGI 0TO KEPAAAIO «AMOTEAE-
opa» auTOV TV 0dnyI®V Xprong. To np0|ov npenel va Xpr]UI[JOI'IOIEITGI povo
and egouaiodoTnuéva kal eEeIBIKEUPEVA AToa Kai n xprnan Tou nepiAappa-
VeI, METAEU GAAWV, TNV NpoETOILacia delyPdaTwy Kal avTidpaoTnpiwy, Tov
XEIPIOPO JEIYHATWY, TN ARWN anoQACEWV OXETIKA UE TOUG KaTAAANAOUG
MApTUPEG Kal aAAa.

H avaAuTikn anc')éoon TOU npo‘ibVToq snlBsBmd)veml ME TOV €Aeyx0 KAOE
FIClpTI50§ napaymyng H smTuan ouppeToxn o€ diEBveig diEpyaoTnpIakeg do-
KIMEG O TAKTIKA BAon napexel eNinpooBeTn Kal aveEapTntn eniBeBaiwon Tng
avaAuTIKNG €181KOTNTAG KAl ENAvVaAnIPoTNTAG.

EL
Ma TiIg akdAouBeg Xpwoelg eniBeBaiwBnKe n avaAuTikn anddoaon 6cov apopd
TNV €131kOGTNTA, TNV €uaioOnaoia Kal TNV ENavarnyigoTnTa Tou NpoiovTog He
nocooTo 100%:

EidikoTnTa | EuaioBbnoia | EidikéTnTa | EuaioBnaia
METAEU METAgY EVTOG TOU €VTOG TOU
npoadiopi- | npoadiopi- | Npoadiopi- | NPOCdIopPI-
OHOV OHOV opoU opou
Xpwon Gram
Gram-0¢TIKoi 20/20 20/20 7/7 7/7
HIKpOOpYaviouoi
Gram-apvnTikoi 20/20 20/20 7/7 7/7
HIKpOOpYaviopoi

AnoTeAECNATA AvaAUTIKAG anodoong

Ta dedopéva evrog Tou npoadiopiopol (oTnyv idla napTida) kal JeTa&u Twv
npoadiopIou®V (0 dIaPOPETIKEG NaApTideG) deixvouv Tov apiBuo Twv dou®V
nou xpwuartiornkav opBa oe oxEon He Tov apiBuo TwV NPoadIopIoU®Y Nou
EKTENEOTNKAV.

XapakTnpioTika KAIVIKAG andédoong

To AiaAupa cappavivng kata Gram XpnoIPONOIEITAl PHE ENITUXIA OTO KAIVIKO
nepIBarlov €dw kal SEKAETIEG € PHEYAAO apIBUO EQAPHOYWV.

H kAIvikr anddoaon Tou AlGAupa ca@pavivng kata Gram npoadiopioTNKE
OUYKEKPIUEVA HE TOV KABOPIOPO TNG uaigbnaoiag kal €191IKOTNTAG TOU O€ Hid
E0WTEPIKN UEAETN:

Gram-0€TIKOi HIKPOOPYAVIOHOI

Xpwon Gram
Euaiobnoia 14/15
EidikoTNnTa 15/15

EuaioBnoia: 14 ora 15 dsiypaTa: 93,3%
EidikdéTnTa: 15 ora 15 deiypara: 100%

Gram-apvnTiKoi HIKPOOPYAVICHOI

Xpwon Gram
Euaiobnoia 15/15
EidikoTNnTa 15/15

EuaioBnaoia: 15 ora 15 dsiypata: 100%
EidikoéTnTa: 15 ora 15 deiypara: 100%

Ta anoteAéopara and auTtriv Tnv a&ioAdynon Tng anodoong eniBeRaiwvouv
OTI TO NpoioV ival agidnioTo kal KaTaAAnAo yia Tn Xprnon yia Tnv onoia
npoopileTai.

QoT000, N dlIayVWOTIKA EPUNVEIA TWV ANOTEAECHATWV TNG XPWONG NPENE!
va npayparonolgitTal ano €E€ISIKEUPEVOUG Kal EE0UTIOdOTNHEVOUC ENAYYEA-
patieg, AapBavovrag unown To 1I0TOPIKO Tou aoBevoug, Tn HopPoAoyia, Tn
XPNON €NAPK®V HAPTUPWV Kal ENINPOCOETEG JIAYVWOTIKEG EEETATEIG, KATA
nepinTwaon. AuTh n HEBOJOG PHNOpPE va Xpnaoipgonoindei cuPNANPWHATIKA Yia
Tn d1dyvwaon oToug avepwnoug.

Aiayvwon

O1 dlayvwoelg Ba npénel va yivovTal povo anod appodio Kal eE0uaiodoTnHEVO
npoowniko.

©a npénel va XpnoIPonoIEiTal €yKupn ovopaToAoyia.

AUTR n HEBOBOG PMopEi va xpnalponoindei cuUNANpwUaTIKA yia Tn didayvwaon
oTOUG avBpPWMouUG.

©a npenel va eniAeyolV Kal va epapuocTolV NEPIOTOTEPES DOKINATIEG CUMPW-
va Pe avayvwplopéveg HeBodouc.

KaTtaAAnAol éAeyxol Ba npéner va die§ayovTal e kABe epappoyn yia Tnv
ano@uyn AavBaouévou anoTeEAECHATOG.

To O£T XpWONG KUNopei va eAeyxBei e Gram-BeTIka BakTrpia Kal Ue
Gram-apvnTika BakTnpia.

©a npéenel va xpnoigonoloUvTal BakTrpia nou Aappavovrtal and €va YEco
KaAAIEpyelag HeTa and 18 - 24 wpeg enwaong.

dUAagn

Na @uAdooeTe To AlGAupa cappavivng kata Gram - yia Tn PEBodo Xpwong
kaTd Gram o€ Beppokpacia +15 °C éwg +25 °C.

Se Beppokpacieg KATw Twv 15 °C €va XpwuaTioTo i¢nua Pnopei va oxnua-
TioTei ano Ta diaAlpaTa XpwaoTIKNG. Eav oxnuaTioTei i(npa, TonoBeTRoTE TN
@IAAn yia 2 - 3 wpeg o udATOAOUTPO PUBUICHEVO GTOUC nepinou 60°C. AuTd
0a npokaA£oel TNV €k VEOU SIAAUGN TOU PEYAAUTEPOU HEPOUG TOU IZAKUATOG.
AkoAoUBw¢, dInBnoTe Ta diaAlpaTa Xpwong HECW EVOG XAPTIVOU PIATPOU.

Aidapkeia Jwng

To AiaAupa cappavivng kata Gram - yia Tn PéBodo xpwong kata Gram
Wnopei va xpnoiponoinBei £éwg TNV avaypa@opevn nuepopnvia AREncG.
MeTA TO NPWTO AVOIyHa TNG PIAANG, TO NEPIEXOUEVO PMOPEI va Xpnoiponol-
nBsi £wg kal TNV avaypa@opevn nuepopnvia AREng 6Tav anodnkelsTal o
Beppokpacia +15°C éwg +25°C.

O1 QIGAeG npénel va diaTnpouvTal EPUNTIKA KAEIOTEG CUVEXWG.

IkavoTnTa
nepinou 250 xpwaoeig / 500 ml



Mpo6oOseTEG 0dNYieg

MNa enayyeAparikn Xpron Hovo.

Ma Tnv ano@uyn o@aApdTwy, n epapyoyn NPEMEl va npayuaronolgitalr povo
and €UneIpo NPOCWIKO.

©a npénel va akoAouBouvTal ol EBVIKEG KATEUBUVTNPIEG YPAUKEG YIa TNV
ao@aleia oTnV gpyaacia kai Tn diao@aiion noidTnTag.

Mpénel va xpnoigonolouvTal HIKpooKonia eEonAiopéva ocUpewva Pe Ta npo-
Tuna.

Edv anaiTeital XpnoigonoInaTe Kia npdTunn pUYOKEVTPO KATAAANAN yia
1aTPIKO dIAYVWOTIKO €pyaacTrplo.

MpooTacia and Aoipmwin

©a npénel va AapBavovTtal anoTeEAECUATIKA PETPA Yia TNV npoaTaacia ano
AOIMWEN CUPPWVA KE TIG EpYATNPIAKEG KATEUBUVTAPIEG YPAHKEG.

0dnyieg andppiyng

H ouokeuacia npénel va anoppinTeTal cUPPVA KHE TIG TPEXOUTEG 0dNYiEG
anoppIyng.

Ta xpnoidonoinuéva diaAUpaTta kal Ta diaAlpaTa Twv onoiwv N nUepounvia
ANENG €xel NapeABel Npénel va anoppinTovTal wg €131ka anoBANTa cUupwva
ME TIG TOMIKEG KATEUBUVTNPIEG YPAUHES. OI NANPOPOPIEG yia TNV andppiyn
napéxovTtal oTov ouvdeopo «Hints for Disposal of Microscopy Products»
(ZUMBOUAEG yia TNV andppiyn TwV NPoidVTWV PiIKkpookoniag) otn dielBuvon
www.microscopy-products.com. EvTog Tng EE, o TpeXOVTWG epapuolOPEVOG
KANONIZMOZ eival o kavoviopog (EK) Ap. 1272/2008 yia Tnv Ta&ivounaon,
TNV ENICAKAVON Kal TN CUOKEUATIa TWV OUCI®V KAl TV HEIYHATWY, TNV TPO-
nonoinon kai Tnv katapynon Twv 0dnyiwv 67/548/EOK kai 1999/45/EK, kai
TNV Tpononoinaon Tou kavoviopou (EK) ap. 1907/2006.

BonOnTika avridpaocTnpia

Ap. kataAdyou AiaAupa Lugol 11,251
1.00567 oTabeponoinuévo pe PVP

yia Tn péBodo xpwong kata Gram
‘EAaio epBanTiong

Ap. KaTaAoyou STAYOVOMETPIKN

1.04699 yla gikpookonia @I1aAn 100 ml,

100 ml, 500 ml
Ap. KataAoyou Entellan™ véo 100 ml, 500 ml,
1.07961 WEoo Taxeiag oTEPEWONG 11

yla pikpookonia

Ap. KataAoyou Neo-Mount™ STAYOVOWETPIKN

1.09016 avudpo PESO OTEPEWANG @I1aAn 100 ml,

yla gikpookonia 500 ml
Ap. KaTaAoyou AlGAupa KpuoTaAAikoU 500 ml, 2,51
1.09218 BioAeTi kaTta Gram

yia Tn péBodo xpwong kata Gram
Ap. KataAoyou AldAupa Lugol 11,251
1.09261 (apaiwpévo dialupa 1wdiolxou

KaAiou) yia Tn HEBODO XpWaonG KATa

Gram
Ap. KataAoyou AlGAupa anoxpwpaTiogou kata Gram 500 ml, 2,5 |
1.10218 yia Tn péBodo xpwong kata Gram
Ap. kataAdyou Gram-Color 1 set
1.11885 SET XpWONG yia Tn pHEB0dO Xpwong

kata Gram

Ta§ivopnon Kivéuvou

Ap. kataAoyou 1.09217

MapakaAoUue avaTpeETe oTnV Ta&ivounaon KivoUvou Nou €ival EKTUNWHPEVN
€Ni TNG ETIKETAG KAl OTIG NANPOPOPIEG NOU NapEXovTal aTo GUANO dedopévwv
aopaAeiag.

To @UANO dedopevwyv ac@aAciag diaTiBeTal oTov 1I0TOTOMNO Kal KATOMIV alTh-
paroc.

KUpia cuoTaTika TWV NPoiovTwvV
Ap. kataAoyou 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l
11=0,98 kg

Fevikn napatinpnon

Eav katd Tn Xprnon auTthg TG CUCKEUNG 1 €€aiTiag Tng Xpnong Tng, npo-
KAnBei coBapo oupPav, va To avaQEPETE OTOV KATAOKEUAOTN Kal/r oTov
€E0UCI000TNHEVO QVTINPOOWNO TOU KABWG Kal OTIG EBVIKEG APXEG.

AoyoTeyvia
1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon
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EL

H226: Yypo kal aTpoi eUPAEKTa.

P210: Makpid ano BeppoTnTa, BEPUEG ENIPAVEIEG, ONIVONPEG, YUUVR GAOYa
Kal GAAEG NnyEg avapAegng. Mnv kanvileTe.

P233: Na diaTnpeitTal o NEPIEKTNG EPUNTIKA KAEIOTOG.

P240: l'eiwon kal 100duvapikn oUvOEan TOU NEPIEKTN Kal ToU €EONAIOHOU TOU
JEKTN.

P241: Na xpnolponolgital avTiEKPNKTIKOG €E0NAIONOG NAEKTPOAOYIKOG/ €Eae-
PIOHOU/ PWTIOTIKOG.

P242: Na xpnoiponoloUvTal pn onivenpoyova epyaleia.

P243: ANaBeTe PETPA yIa TNV ANOTPONM NAEKTPOOTATIKWV EKKEVWOOEWV.
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Sigma-Aldrich.

1.09217.0500
1.09217.2500 HEF
1.09217.9025

Mikroskopi

Grams safraninlosning
for gramfargning

Endast for yrkesmadssig anvdandning

|VD Medicinteknisk enhet for diagnostik in vitro c €

Avsett syfte

“Grams safraninldsning - for gramfargning” anvands till humanmedicinsk
celldiagnostik vid bakteriologisk undersdkning av provmaterial av manskligt
ursprung. Det &r en bruksfardig fargningslésning som, nar den anvands till-
sammans med andra produkter for in vitro-diagnostik fran var portfélj, gor
malstrukturer (grampositiva och gramnegativa bakterier) genom fixering,
fargning, motférgning och montering i bakteriologiska provmaterial, t.ex.
utstryk av kroppsvatskor - vilket gér dem utvarderingsbara i diagnostiskt
syfte.

Losningarna for gramférgning modifieras och ytformas pa ett sadant satt
att fargningen kan utféras i infargade celler, pa fargningsstall och i automa-
tiserade fargningssystem.

Ofargade strukturer har relativt 1&g kontrast och &r extremt svara att
sarskilja i ljusmikroskop. De bilder som skapas med fargningslésningen
underlattar for den behorloga och kvalificerade forskaren att battre definiera
formen och strukturen i sddant fall. Ytterligare tester maste utféras enligt
erkanda, validerade metoder for att stalla en slutlig diagnos.

Princip
I bakteriologi méjliggér gramférgning en snabb differentiering av gramposi-
tiva och gramnegativa bakterier.

Bakterievaggens mureinstruktur utgoér fargaffinitetens grund.

I det forsta steget fargas bakterierna med kristallviolett, ett anilinfargam-
ne. Efter behandling med jodIdsning (Lugols I6sning) bildas ett komplex av
fargdmne och jod. Under avfargningssteget férblir detta komplex i den mu-
remstruktur med ﬂera skikt som grampositiva bakteriers cellvédggar bestar
av - och far en bld-violett farg.

Gramnegativa bakterier har daremot en cellvdgg som bestar av en murein-
struktur med ett skikt, varfor fargningsamnet frisatts med avfargmngslos-
ningen. Gramnegativa bakterier motfirgas med safraninldsning och blir dd
rosa till réda.

Provmaterial

Utstryk av bakterlologlskt materlal som har lufttorkats och varmefixerats,
t.ex. sputum, utstryk fran finndlsaspirationsbiopsier (FNAB), skéljningar,
imprint, effusioner, pus, exsudat och flytande samt fasta odlingar.

Reagens

Kat.nr 1.09217 Grams safraninlésning 500 ml, 2,51
for gramfargning

Dessutom behdvs:

Kat.nr 1.00567 Lugols I6sning 11,251
stabiliserad med PVP
for gramfargning

eller

Kat.nr 1.09261 Lugols I6sning 11,251
(spadd jod-kaliumjodidlésning)
for gramfargning

Kat.nr 1.09218 Grams kristallviolettldsning 500 ml, 2,51
for gramfargning

Kat.nr 1.10218 Grams avfargningslésning 500 ml, 2,51

for gramfargning

Alternativt:

I stéllet for en kombination av enstaka reagens kan fargningssatsen
1.11885.0001 anvandas:

Kat.nr Gram-Color 1 set
1.11885.0001 Fargningskit for gramfargning

SV

www.sigmaaldrich.com

Provberedning
Provtagningen maste utféras av kvalificerad personal.

Applicera provmaterialet p8 ett rent och fettfrltt objektglas med en hardad
loop. Stryk antingen ut materialet direkt pa objektglaset eller blanda det
forst med 1-2 droppar fysiologisk saItIosnmg (Ringers I6sning). Lufttorka
och varmeﬁxera sedan genom att I&ngsamt dra ob]ektglaset (utstryk55|dan
uppat) genom den 6vre delen av en Bunsenbrénnares laga tre gdnger. L3t
svalna och inférgas.

Lufttorkade utstryk maste varmefixeras mycket noggrant. Det férebygger
risken for infektioner och minskar provmaterialets upplésning och darige-
nom kontaminering av Iésningar och andra objektglas.

Alla prover maste bearbetas med modern teknik.

Alla prover maste markas tydligt.

Lampliga instrument ska anvandas for provtagning och provberedning. Folj
tillverkarens instruktioner fér appllcerlng/anvandnmg

Vid anvandning av respektive hjélpreagenser maste respektive bruksanvis-
ningar foljas.

Reagensberedning

Grams safraninlésning - for gramfargning &r bruksférdig. Spadning av 16s-
ningen ar inte nédvandig - det resulterar i ett forsamrat fargningsresultat
och en férsamrad fargningsstabilitet.

Forfarande

Fargning i infargad cell

Det rekommenderas att spada Grams kristallviolettldsning 1:3 med destille-
rat vatten om immersionsmetoden anvands.

Objektglasen maste sénkas ned och flyttas runt i Idsningarna, att enbart
sanka ned leder till otillrackliga fargningsresultat.

Objektglasen méste droppa av ordentligt efter de enskilda fargningsstegen, i
syfte att undvika onddig korskontaminering av I8sningar.

De angivna tiderna ska foljas for att ett optimalt fargningsresultat ska
kunna garanteras.

Objektglas med fixerat utstryk
Grams kristallviolettldsning 1:30 min
Rinnande kranvatten 30s
Lugols I6sning* 3 min.
Rinnande kranvatten 20s
Grams avfargningslosning** 5-10s
Rinnande kranvatten 30s
Safraninlésning fér gramfargning 1 min.
Rinnande kranvatten 1 min.
Lufttorka (t.ex. over natten eller vid 50 °C i torkskap)
* filtrera Lugols 16sning efter tre kdrningar.
** kassera Grams avfargningslésning efter fem korningar.
Fargning pa fiargningsstill
Objektglas med fixerat utstryk
Grams kristallviolettldsning tack fullstandlgt 1 min.
och 18t reagera
Lugols 16sning skolj hastigt
Lugols I6sning tack gullsténdigt 1 min.
och lat reagera
Destillerat vatten tvatta noggrant 5s
Grams avfargningsldsning snurra forsiktigt p& objekt- 10-15s
glasen tills inga ytterligare
moln av fargamne skapas
och utstryket far en gra-bld
farg
Destillerat vatten tvatta noggrant 5s
Safraninlésning for tack fullstand|gt 1 min.
gramfargning och I3t reagera
Destillerat vatten tvatta noggrant 5s
Lufttorka (t.ex. over natten eller vid 50 °C i torkskap)

Det rekommenderas att tacka med icke-vattenhaltiga monteringsmedier
(t.ex. Neo-Mount™eller EntellanT"') och tackglas om de bakterlologlska
proverna ska foérvaras i flera manader De infargade proverna méaste ocksa
torkas mycket ordentligt om s8 &r fallet.

Det rekommenderas att immersionsolja anvands fér analys av infdrgade
objektglas med en mikroskopisk forstoring pé >40 x.



Fargning i fargningsautomat
Férgning i automatiserade fargningssystem kan utforas enligt protokollet for
fargning i infargad cell.

Resultat
Grampositiva mikroorganismer bl&-violetta
Gramnegativa mikroorganismer rosa till roda

Fels6kning
Fixering av utstryksprover

Tillracklig varmefixering med en Bunsenbrannare eller ett varmeskap &r
viktigt for att forebygga provernas infektidsa potential sdvél som ytterligare
bakteriell proliferation.

Ingen fargning av grampositiva bakterier

Vid gramfargning ar avfargningssteget det kritiska skedet d& utstrykets
tJockIek kan ha en inverkan. En farsk avfargningslésning ar mycket reaktiv,
sa resultatet ska utvédrderas noggrant. Under avfirgningssteget maste
anvandaren folja de exakta inkubationstiderna som anges i protokollet.
Annars kan resultaten bli falskt negativa.

Tekniska anmarkningar

Mikroskopet som anvands ska uppfylla kraven for ett laboratorium for med-
icinsk diagnostik.

Om ett automatiskt fargningssystem anvénds ska du félja bruksanvisningen
fran leverantdren av systemet och programvaran

Ta bort dverskott av immersionsolja fére inmatningen.

Analytiska prestandaegenskaper

"Grams safraninlésning” infargar och visualiserar darmed biologiska struk-
turer enligt beskrlvnlngen i kapitlet "Resultat” i den har bruksanvisningen.
Produkten far bara anvandas av behériga och kvalificerade personer for
bland annat prov- och reagenspreparering, provhantering, val av 1ampliga
kontroller med mera.

Produktens analytiska prestanda bekraftas genom att varje produktionssats
testas. Regelbundet och framgangsrikt deltagande i internationella jamfa-
rande laboratorietester ger ytterligare och opartisk verifiering av analytisk
specificitet och repeterbarhet.

For féljande infargningar verifierades analytiska prestanda avseende speci-
ficitet, kénslighet och repeterbarhet hos produkten i 100 % av fallen

Specificitet | Kanslighet | Specificitet | Kanslighet
mellan mellan inom en inom en
analyser analyser analys analys
Gramfargning
Grampositiva 20/20 20/20 7/7 7/7
mikroorganismer
Gramnegativa 20/20 20/20 7/7 7/7
mikroorganismer

Analytiska prestandaresultat

Intradata (erh8lina frdn samma sats) och interdata (erh§|lna fran olika
satser) anger antalet korrekt infargade strukturer i forhallande till antalet
genomfdrda analyser.

Kliniska prestandaegenskaper

Grams safranlnlosnlng har anvants med chkat resultat i klinisk miljo i flera
decennier inom manga olika anvéandningsomraden.

I synnerhet har klinisk prestanda fér Grams safraninlésning bestamts ge-
nom att faststdlla kanslighet och specificitet i en intern studie:

Grampositiva mikroorganismer

Gramférgning
Kanslighet 14/15
Specificitet 15/15

Kanslighet: 14 prover av 15: 93,3 %
Specificitet: 15 prover av 15: 100 %

Gramnegativa mikroorganismer

Gramférgning
Kanslighet 15/15
Specificitet 15/15

Kanslighet: 15 prover av 15: 100 %
Specificitet: 15 prover av 15: 100 %

Resultatet av prestandautvarderingen bekraftar att produkten ar lamplig fér
den avsedda anvéandningen och fungerar tillforlitligt.

Men den diagnostiska tolkningen av infdrgningsresultatet ska utféras av
kvalificerade och behoriga yrkesverksamma personer med hansyn till pa-
tientanamnes, morfologi, anvandning av adekvata kontroller och eventuella
andra diagnostiska test. Den hdr metoden kan anvandas som tilldgg vid
humandiagnostik.

sv
Diagnostik
Diagnoser ska stéllas av behdérig och kvalificerad personal.
Giltiga nomenklaturer maste anvéndas.
Den har metoden kan anvandas som tillagg vid humandiagnostik.
Ytterligare tester maste valjas och genomforas i enlighet med erkénda me-
toder.

Lampliga kontroller ska genomféras med varje applicering for att undvika
ett felaktigt resultat.

Fargningsuppsattningen kan styras med grampositiva bakterier och
gramnegativa bakterier.

Bakterier tagna fran ett odlingsmedium efter 18-24 timmars inkubation ska
anvandas.

Forvaring

Foérvara Grams safraninldsning - for gramférgning vid +15 °C till +25°C
Vid temperaturer under +15 °C kan en férgoad fallning sedimentera ut ur
fargamneslosmngarna Om utfallning uppstar pIacerar du flaskan i ett vat-
tenbad installt pa ca 60 °C under 2-3 timmar. P8 sd vis uppldses det mesta
av utfallningen. Filtrera darefter fargningslésningarna genom ett pappers-
filter.

Hallbarhetstid

Grams safraninlésning - for gramférgning kan anvéndas fram till angivet
utgdngsdatum.

Nar flaskan har éppnats for forsta gdngen kan innehallet anvandas fram till
angivet utgdngsdatum om den forvaras vid +15 °C till +25 °C.

Flaskorna méste alltid vara vl tillslutna.

Kapacitet
ungefér 250 férgningar/500 ml

Ytterligare instruktioner

Endast for yrkesma55|g anvandning.

For att undvika fel far appliceringen endast utféras av kvallﬁcerad personal.
Nationella riktlinjer for arbetsskydd och kvalitetssakring maste foljas.
Mikroskop som anvands maste vara utrustade enligt standard.

Anvand om ndédvandigt en standardcentrifug som &r [amplig i laboratorier
for medicinsk diagnostik.

Skydd mot infektion

Effektiva dtgarder maste vidtas for att skydda mot infektion i linje med
laboratoriets riktlinjer.

Instruktioner for avfallshantering

Paketet maste kasseras i enlighet med géllande riktlinjer for
avfallshantering.

Anvéanda lésningar och Iosnlngar som passerat utgdngsdatum maste tas
om hand som farligt avfall i enlighet med lokala riktlinjer. Information om
avfallshantering finns under snabblanken "Hints for Dlsposal of Microscopy
Products” (Tips for kassering av mikroskopiprodukter) pa
www.microscopy-products.com. Inom EU géller forordning (EG) nr
1272/2008 om klassificering, markning och férpackning av @mnen och
blandningar, &ndring och upphévande direktiv 67/548/EEG och 1999/45/EG
och andring av férordning (EG) nr 1907/2006 tillampas.

Hjdlpreagens
Kat.nr 1.00567 Lugols I8sning 11,2,51
stabiliserad med PVP

for gramfargning

Kat.nr 1.04699 Immersionsolja 100 ml

for mikroskopi droppflaska,
100 ml, 500 ml

Kat.nr 1.07961 Entellan™ ny 100 ml, 500 ml,
snabbt monteringsmedium 11
for mikroskopi

Kat.nr 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml
vattenfritt monteringsmedel droppflaska,
for mikroskopi 500 ml

Kat.nr 1.09218 Grams kristallviolettldsning 500 ml, 2,51
for gramfargning

Kat.nr 1.09261 Lugols I6sning 11,2,51
(spadd jod-kaliumjodidlésning)
for gramfargning

Kat.nr 1.10218 Grams avfargningsldésning 500 ml, 2,51
for gramfargning

Kat.nr 1.11885 Gram-Color 1 set

Fargningskit for gramfargning

Faroklassificering
Kat.nr 1.09217

Observera faroklassificeringen pa etiketten och uppgifterna i sdkerhets-
databladet.
Sakerhetsdatabladet finns pa webbplatsen och gar att fa pd begéran.



Produkternas huvudsakliga bestdndsdelar
Kat.nr 1.09217

Fargindex 50240 1,8 g/l
11 = 0,98 kg

Generell anmarkning

Om en allvarlig handelse intraffat vid eller som ett resultat av anvéandning
av den héar enheten ska den rapporteras till tillverkaren eller dess auktorise-
rade representant och till den nationella myndigheten.

Litteratur

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Brandfarlig vatska och 8nga.

P210: Far inte utsattas for varme, heta ytor, gnistor, éppen |8ga eller andra
antandningskallor. R6kning férbjuden.

P233: Behallaren ska vara val tillsluten.

P240: Jorda och potentialférbind beh&llare och mottagarutrustning.
P241: Anvand explosionssaker elektrisk/ ventilations-/ belysningsutrust-
ning.

P242: Anvand verktyg som inte ger upphov till gnistor.

P243: Vidta atgarder mot statisk elektricitet.
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Sigma-Aldrich.

1.09217.0500
1.09217.2500 HEF
1.09217.9025

Mikroskopie

Gramuyv roztok safraninu

pro barveni Gramovou metodou

Pouze pro profesionalni pouziti

|VD Zdravotnicky prostiedek pro diagnostiku in vitro c €

Zamysleny ucel

Tento ,Gram{v roztok safraninu - pro barveni Gramovou metodou" se pou-
ziva k bunécné diagnostice v oblasti humanni mediciny a slouzi k bakterio-
logickému vysSetfeni materidlu vzork{ lidského plvodu. Jednd se o barvici
roztok k primému pouziti, ktery spole¢né s jinymi vyrobky pro diagnostiku
in vitro z naseho portfolia umoznuje hodnotit cilové bakterialni struktury v
materidlech bakteriologickych vzorkd, napfiklad v natérech télnich tekutin,
(grampozitivni nebo gramnegativni bakterie) fixaci, barvenim, dobarvenim,
montovanim pro diagnostické ucely.

Gramovy roztoky jsou modifikovany a navrzeny takovym zplsobem, aby
barveni bylo mozné provadét v barvicich nddobkach, v barvicim stojanku
nebo v automatizovanych barvicich systémech.

Nebarvené struktury maji naopak relativné nizky kontrast a je velmi obtizné
je rozlisit pod svételnym mikroskopem. V takovych pfipadech pomahaji
autorizovanému a kvalifikovaném vyzkumnému pracovnikovi lépe definovat
formu a strukturu snimky ziskané pouzitim barvicich roztok{. Ke stanoveni
definitivni diagnodzy je tfeba provést dalsi testy podle uznavanych platnych
metod.

Princip

V bakteriologii barveni dle Grama umoziiuje rychlé rozliSeni bakterii na
grampozitivni a gramnegativni.

Mureinova struktura bakteridlni bunécné stény predstavuje zaklad pro
afinitu k barvivu.

V prvnim kroku se bakterie barvi krystalovou violeti, coZ je anilinové
barvivo. Po zaliti roztokem jodu (Lugolovym roztokem) se vytvori komplex
barviva s jédem. B&hem odbarvovaciho kroku tento komplex zlstane ve
vicevrstvé mureinové struktufe bunécné stény grampozitivni bakterie - tyto
bakterie se jevi jako modrofialové.

Gramnegativni bakterie naproti tomu maji bunéc¢nou sténu sestavajici z
jednovrstvé mureinové struktury a odbarvovaci roztok tudiz barvivo z jejich
stény opét uvolni. Gram-negativni bakterie se dobarvuji roztokem safraninu
a poté se jevi jako rlizové az cervené.

Material vzorku

Na vzduchu zaschlé a teplem fixované natéry bakteriologickych materialQ,
jako jsou sputum, natéry z aspiratu ziskaného biopsii tenkou jehlou (FNAB),
vyplachy, otisky, efuze, hnis, exudaty, tekuté nebo pevné kultury.

Cinidla

Kat. ¢. 1.09217 Gramdiv roztok safraninu 500 ml, 2,51
pro barveni Gramovou metodou

Dalsi potiebné materialy:

Kat. ¢. 1.00567 Lugolllv roztok stabilizovano PVP 11,2,51
pro barveni Gramovou metodou

nebo

Kat. ¢ 1.09261  LugolQv roztok 11,251
(Fedény roztok jod-jodid draselny)
pro barveni Gramovou metodou

Kat. ¢. 1.09218 Gram{v roztok krystalové violeti 500 ml, 2,51
pro barveni Gramovou metodou

Kat. ¢. 1.10218  Gramdv odbarvovaci roztok 500 ml, 2,5 |

pro barveni Gramovou metodou

Alternativné:

Namisto kombinace samostatnych cinidel Ize pouzit barvici soupravu
1.11885.0001:

Kat. ¢. Gram-Color barvici souprava 1 set
1.11885.0001 pro barveni Gramovou metodou

cz

www.sigmaaldrich.com

Priprava vzorku
Odbér vzorku musi provést kvalifikovany personal.

Material vzorku naneste vyzihanou klickou na Cisté a odmasténé sklicko.
Material poté rozetfete na sklicko bud’ pfimo, nebo jej nejprve smicheijte s
1-2 kapkami fyziologického roztoku (Ringerova roztoku). Ponechejte volné
uschnout a poté provedte tepelnou fixaci trojnédsobnym pomalym prota-
zenim sklicka (stranou s natérem smérem nahoru) horni ¢asti plamene z
Bunsenova kahanu. Skli¢ko poté ponechejte zchladnout a obarvéte.
Tepelnou fixaci volné uschlych natérll je nutno provést velmi peclivé.
Zabrani se tak riziku infekce a omezi se rozsifeni materidlu vzorku a tedy
kontaminace roztokl a dalSich skli¢ek.

Se vSemi vzorky je nutné nakladat za pouziti nejmodernéjsi technologie.
VSechny vzorky museji byt jasné oznacené.

K odbéru vzork{ a jejich ptipravé je nutné pouzit vhodné nastroje. Dodrzuj-
te pokyny vyrobce tykajici se aplikace/pouziti.

PFi pouziti odpovidajicich pomocnych Cinidel je tfeba dodrZovat prislusné
pokyny k pouziti.

Priprava cinidla

Gram{v roztok safraninu - pro barveni Gramovou metodou je uréen k pii-
mému pouziti; roztoky neni nutné fedit, fedéni by mohlo vést ke zhorseni
vysledku barveni a stability.

Postup

Barveni v barvici komiirce

PFi pouziti imerzni metody doporuc¢ujeme naredit Gramdv roztok krystalové
violeti destilovanou vodou v poméru 1 : 3.

Skli¢ka je nutné ponofit a pohybovat jimi v roztoku; samotné ponofeni neve-
de k dostate¢nému vyslednému obarveni.

Sklicka je tfeba po jednotlivych krocich barveni nechat dobfe okapat; timto
opatienim se zabrani jakékoli zbytecné zkfizené kontaminaci roztokd.
Uvedené Casy by mély byt dodrzeny, aby byl zaruc¢en optimalni vysledek
barveni.

Skli¢ko s fixovanym natérem

Gram{v roztok krystalové violeti 1:30 min
Tekouci vodovodni voda 30 sekundy
Lugollv roztok* 3 min
Tekouci vodovodni voda 20 sekundy
Gramdv odbarvovaci roztok** 5-10 sekundy
Tekouci vodovodni voda 30 sekundy
Gram{yv roztok safraninu 1 min
Tekouci vodovodni voda 1 min
Ponechejte volné uschnout (napf. pfes noc nebo v susarné pfi 50 °C)

* po 3 zpracovanich LugolQv roztok prefiltrujte
** Gram(v odbarvovaci roztok zlikvidujte po 5 zpracovanich

Barveni v barvicim stojanku

Sklicko s fixovanym natérem

Gram(v roztok Uplné& pokryjte 1 min
krystalové violeti a nechejte reagovat
Lugol@v roztok kratce proplachnéte
Lugollv roztok Gplné pokryijte 1 min
a nechejte reagovat
Destilovana voda peclivé promyjte 5 sekundy
GramUv odbarvovaci roztok | opatrné otacejte sklicky 10-15
krouzivym pohybem, dokud sekundy
neprestanou vznikat oblacky
barviva a stér neziska
zelenoSedou barvu
Destilovana voda peclivé promyjte 5 sekundy
Gramiv roztok safraninu Uplné pokryjte 1 min
a nechejte reagovat
Destilovana voda peclivé promyjte 5 sekundy

Ponechejte volné uschnout (napf. pfes noc nebo v susarné pfi 50 °C)

V piipadé skladovéni bakteriologickych vzork{ po nékolik mésic se doporu-
Cuje prekryti nevodnym montovacim médiem (napf. Neo-Mount™ nebo
Entellan™) a pouziti kryciho skli¢ka. Pro tyto ucely museji byt barvené vzor-
ky velmi dobfe vysusené.

PFi analyze obarvenych nat&rd pod mikroskopem pfi vice nez 40nasobném
zvétSeni se doporucuje pouzivat imerzni olej.



Barveni v barvicim automatu

Barveni v automatizovanych barvicich systémech Ize provadét dle protokolu
barveni v barvici nddobce.

Vysledek

Grampozitivni mikroorganismy modra-fialova

Gramnegativni mikroorganismy rizové az ervené

Odstranovani potizi
Fixace natérd vzorki

Pro prevenci infekéniho potencidlu vzork{ a dalsi proliferace bakterii je
nezbytny dostatecny stupen tepelné fixace pomoci Bunsenova kahanu nebo
v horké komore.

Nezbarveni grampozitivnich bakterii

Kritickou fazi postupu barveni dle Grama je krok odbarveni, ktery mize byt
ovlivnén tloustkou natéru. Cerstvy odbarvovaci roztok je navic vysoce reak-
tivni, proto je tfeba vysledky hodnotit s obezietnosti. BEhem kroku odbar-
veni by uzivatel mél pfesné dodrZovat doby inkubace popsané v protokolu,
protoze jinak by mohl ziskat falesné negativni vysledek.

Technické poznamky

Pouzity mikroskop by mél splfiovat pozadavky zdravotnické diagnostické
laboratore.

PFi pouzivani automatizovanych barvicich systém( dodrzujte prosim navod
k pouziti poskytnuty dodavatelem systému a softwaru.

Pfed uloZenim odstrante prebytek imerzniho oleje.

Analytické vykonnostni parametry

,GramUv roztok safraninu® barvi a tim vizualizuje biologické struktury, jak
je popsano v kapitole ,Vysledek" tohoto navodu k pouZiti. Vyrobek sméji
pouzivat pouze opravnéné a kvalifikované osoby, coz plati mimo jiné pro
pripravu vzork{ a ¢inidel, manipulaci se vzorky, rozhodnuti o vhodnych
kontrolach a dalsi.

Analytické parametry vyrobku jsou validovany testovanim kazdé vyrobni
Sarze. DalSi nezavislé potvrzeni analytické specifi¢nosti a opakovatelnosti
poskytuje pravidelna Uspésna Gcast v mezindrodnich testech mezi labora-
toremi.

U nasledujiciho barveni byla potvrzena analytickd vykonnost vyrobku z
hlediska specifi¢nosti, senzitivity a opakovatelnosti na 100 %:

Specific- Senzitivita | Specific- Senzitivita
nost mezi mezi testy | nost v VvV ramci
testy ramci testu | testu
Gramovo barveni
Grampozitivni 20/20 20/20 7/7 7/7
mikroorganismy
Gramnegativni 20/20 20/20 7/7 7/7
mikroorganismy

Vysledky testovani analytickych vykonnostnich parametru

Vysledky v ramci Jednoho testu (provedeneho na steJne Sarzi) a mezi testy
(provedenym| na rdznych $arzich) uvadeJ| pocet spravné obarvenych struk-
tur v poméru k poétu provedenych testd.

Klinické vykonnostni parametry

Gram{v roztok safraninu se uz desitky let ispé$né pouziva v klinickém
prostredi ve velkém poctu aplikaci.

Klinickd G¢innost Gram{v roztok safraninu byla stanovena zejména stano-
venim jeji senzitivity a specificity v interni studii:

Grampozitivni mikroorganismy

Gramovo barveni

Senzitivita 14/15

Specifi¢nost 15/15

Senzitivita: 14 vzorkd z 15: 93,3 %
Specifi¢nost: 15 vzorkl z 15: 100 %

Gramnegativni mikroorganismy

Gramovo barveni

Senzitivita 15/15

Specifi¢nost 15/15

Senzitivita: 15 vzorkd z 15: 100 %
Specifi¢nost: 15 vzorkl z 15: 100 %

Vysledky tohoto hodnoceni funkcnosti potvrzuji, Zze vyrobek je vhodny pro
zamyslené pouziti a spolehlivé funguje.

Diagnostickou interpretaci vysledkﬁ barveni vSéak museji provédét kvalifi-
kovani a opravnéni odbornici po zvazeni pacientovy anamnézy, morfologle,
pouziti vhodnych kontrol a pfipadné dalsich diagnostickych test(. Tuto
metodu Ize pouzivat jako doplfikovou v diagnostice u lidi.

) . cz
Diagnostika
Stanoveni diagndz mize provadét pouze autorizovani a kvalifikovani
personal.
Je nutné pouzivat platné nomenklatury.
Tuto metodu Ize pouzivat jako doplfikovou v diagnostice u lidi.
Dalsi testy je nutné vybirat a pouzivat na zadkladé uznanych metod.
Pro zamezeni nespravnym vysledkdm by se u kazdé aplikace mély provadét
vhodné kontroly.
Barvici soupravu Ize zkontrolovat pomoci grampozitivnich bakterii a
gramnegativnich bakterii.
Mély by se pouzit bakterie odebrané z kultiva¢niho média po 18-24 hodi-
nach inkubace.

Skladovani

Gram{v roztok safraninu - pro barveni Gramovou metodou se skladuje pfi
teploté +15°C az +25°C.

PFi teplotach pod 15 °C se v roztocich barviv mlZe usazovat barevna sraze-
nina. Pokud dojde ke vzniku sraZzeniny, umistéte lahvi¢ku na 2-3 hodiny do
vodni 1dzné nastavené priblizné na 60 °C. Tim se vétSina srazeniny rozpusti.
Barvici roztoky poté prefiltrujte pres filtracni papir.

Doba pouzitelnosti

Gram{v roztok safraninu - pro barveni Gramovou metodou Ize pouzivat az
do uplynuti uvedené doby pouzitelnosti.

Po prvnim otevfeni lahvicky Ize obsah pouzivat az do uplynuti uvedené doby
pouzitelnosti, je-li skladovan pfi teploté +15°C az +25 °C.

Lahvi¢ky museji byt vzdy tésné uzaviené.

Kapacita
cca. 250 barveni / 500 ml

Dalsi pokyny

Pouze pro profesionalni pouziti.

Aby nedochazelo k chybam, smi aplikaci provadét pouze kvalifikovany
personal.

Je nutno dodrzovat vnitrostatni smérnice tykajici se bezpecnosti prace a
zajisténi kvality.

Je nutno pouzivat standardné vybavené mikroskopy.

V pfFipadé potfeby pouzijte standardni centrifugu vhodnou pro lékarskou
diagnostickou laborator.

Ochrana pred infekci

Je nutno pfijmout Ucinna opatieni na ochranu pred infekci v souladu s labo-
ratornimi smérnicemi.

Pokyny ohledné likvidace

Baleni musi byt zlikvidovano v souladu se stavajicimi smérnicemi tykajicimi
se likvidace.

Pouzité roztoky a roztoky po uplynuti doby pouzitelnosti je nutno likvidovat
jako zvlastni odpad v souladu s mistnimi smérnicemi. Informace ohledné
likvidace Ize ziskat pod rychlym odkazem ,Hints for Disposal of Microscopy
Products"™ (Tipy pro likvidaci vyrobku pro mikroskopii) na adrese

WWW. mlcroscopy products.com. V rémci EU platl stavajici prislusné NARI-
ZEN{ (ES) ¢. 1272/2008 o klasifikaci, oznacovani a baleni latek a smési,
meénici a rusici Smérnice 67/548/EHS a 1999/45/ES a ménici nafizeni (ES)
¢. 1907/2006.

Pomocna dcinidla

Kat. ¢. 1.00567 Lugoldv roztok stabilizovédno PVP 11,2,51

pro barveni Gramovou metodou

Kat. ¢. 1.04699 Imerzni olej 100 ml kapaci
pro mikroskopii lahvicka,
100 ml, 500 ml

Kat. ¢. 1.07961 Entellan™ novy 100 ml, 500 ml,
rychlé zalévaci médium 11

pro mikroskopii

Kat. ¢. 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml kapaci
bezvodé montovaci medium lahvicka,
pro mikroskopii 500 ml

Kat. ¢ 1.09218  Gram(v roztok krystalové violeti 500 ml, 2,51
pro barveni Gramovou metodou

Kat. & 1.09261  Lugoldv roztok 11,2,51
(fedény roztok jod-jodid draselny)
pro barveni Gramovou metodou

Kat. ¢. 1.10218 Gramiv odbarvovaci roztok 500 ml, 2,51
pro barveni Gramovou metodou

Kat. ¢. 1.11885 Gram-Color 1 set

barvici souprava pro barveni
Gramovou metodou

Klasifikace rizik
Kat. ¢. 1.09217

Ridte se prosim klasifikacemi rizik vytisknutymi na $titku a informacemi
uvedenymi v bezpec¢nostnim listé.
Bezpecnostni list je dostupny na internetovych strankach a na pozadani.



Hlavni slozky vyrobku
Kat. ¢. 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l
11 = 0,98 kg

Obecna poznamka

Pokud pfi pouzivani tohoto zdravotnického prostfedku nebo v dlisledku jeho
pouziti dojde k zavazné nezadouci pfihodé, oznamte ji vyrobci a/nebo jeho
opravnénému zastupci a prislusnému narodnimu Gfadu.

Literaturu

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Hoflava kapalina a pary.

P210: Chrante pred teplem, horkymi povrchy, jiskrami, otevienym ohném a
jinymi zdroji zapaleni. Zakaz koufeni.

P233: Uchovavejte obal tésné uzavreny.

P240: Uzemnéte a upevnéte obal a odbérové zafizeni.

P241: Pouzivejte elektrické/ ventilacni/ osvétlovaci zafizeni do

vybusného prostredi.

P242: PouZivejte naradi z nejiskriciho kovu.

P243: Provedte opatfeni proti vybojlim statické elektfiny.

Historie revizi

Verze Komentar k Gpravam

2024-Jul-23 Pdvodni verze s pfidanou tabulkou historie revizi

Divize Life Science spoleénosti Merck pouZiva v USA a Kanadé nazev MilliporeSigma.

© 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany, a/nebo jeji dcefiné a sesterské spolecnosti. VSechna prava
vyhrazena. Merck a Sigma-Aldrich jsou ochranné znamky spolecnosti Merck KGaA, Darmstadt, Germany.
Vsechny ostatni ochranné znamky jsou vlastnictvim pfislusnych vlastniku. Podrobné informace o
ochrannych znamkach Ize ziskat ve verejné dostupnych zdrojich.
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Microscopie

Safranina Gram - solutie

pentru colorare prin metoda Gram

Exclusiv pentru uz profesional

|VD Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro c €

Scopul preconizat

Aceastd ,Safranind Gram - solutie - pentru colorare prin metoda Gram” este
utilizatd pentru diagnosticul celulelor medicale umane si serveste scopului
de investigatie bacteriologica a esantioanelor de probd de origine umana.
Aceasta este o solutie de colorare gata de utilizare care, atunci cand este
utilizata impreuna cu alte produse pentru diagnostic in vitro din portofoliul
nostru, face posibild evaluarea in scop de diagnostic a structurilor tinta
bacteriene (bacterii Gram-pozitive sau Gram-negative) prin fixare, colorare,
contracolorare, montare din esantioanele bacteriologice de testat, de ex.
frotiuri din fluide corporale.

Solutiile Gram sunt modificate si proiectate astfel incat colorarea sa poata
fi efectuatd in camere de colorare, pe suportul de colorare si, de asemenea,
in sisteme automate de colorare.

Structurile necolorate au un contrast relativ scazut si sunt extrem de dificil
de distins sub microscopul optic. Imaginile create folosind solutiile de
colorare ajutd investigatorul autorizat si calificat sa defineasca mai bine
forma si structura in astfel de cazuri. Testele suplimentare trebuie efectua-
te in conformitate cu metodele valide, recunoscute, pentru a ajunge la un
diagnostic definitiv.

Principiu de functionare

in bacteriologie, colorarea Gram permite o diferentiere rapida intre bacterii-
le Gram-pozitive si cele Gram-negative.

Structura din murein a peretelui bacteriei constituie baza pentru afinitatea
culorii.

In prima faza, bacteria va fi colorata cu cristal-violet, un colorant pe baza
de anilind. Dupa tratarea cu solutie de iod (solutia Lugol), se va forma un
complex colorant-iod. Pe parcursul fazei de decolorare, acest complex sta
n structura cu straturi multiple din murein a peretelui celular al bacteriilor
Gram-pozitive - acestea vor apdrea albastru-violet.

Prin contrast, bacteriile Gram-negative au un perete celular care constd
dintr-o structura de murein intr-un singur strat, si re-elibereaza in mod
corespunzator colorantul cu solutia de decolorare. Bacteriile Gram-negative
vor fi contracolorate cu solutie de safranind si apoi vor aparea in roz pana
la rosu.

Esantion de proba

Frotiuri de probe bacteriologice care au fost uscate la aer si apoi fixate la
caldurd, de exemplu sputa, frotiurile din biopsii aspirative cu ac fin (FNAB),
spalaturi, imprimari, scurgeri, puroi, exsudate, culturi lichide sau solide.

Reactivi

Cat. nr. 1.09217  Safranind Gram - solutie 500 ml, 2,51
pentru colorare prin metoda Gram

De asemenea, este necesar:

Cat. nr. 1.00567  Solutie Lugol stabilizaté cu PVP 11,2,51
pentru metoda de colorare Gram

sau

Cat. nr. 1.09261  Solutie Lugol 11,2,51
(solutie diluata de iod-iodura de
potasiu)
pentru metoda de colorare Gram

Cat. nr. 1.09218  Cristal violet Gram - solutie 500 ml, 2,51
pentru colorare prin metoda Gram

Cat. nr. 1.10218  Solutie Gram de decolorare 500 ml, 2,51

pentru colorare prin metoda Gram
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Alternativ:

in locul combinérii reactivilor unici, poate fi folosit kitul de colorare
1.11885.0001:

Cat. nr. Gram-Color 1 set
1.11885.0001 set pentru colorare prin metoda Gram

Prepararea probelor
Prelevarea probelor trebuie efectuatd de personal calificat.

Aplicati esantionul de testat pe o lama curatd, fara urme de grasime, cu
ajutorul unei anse. Apoi intindeti esantionul fie direct pe lama, fie mai intai
amestecati cu 1-2 picaturi de ser fiziologic (solutia Ringer). Uscati la aer

si apoi fixati la caldura, extrdgand usor lama (partea cu frotiu in sus) prin
partea superioara a arzatorului Bunsen, de trei ori. Dupa aceea, ldsati s se
raceasca si colorati.

Frotiurile uscate la aer trebuie fixate la caldurd cu multa atentie. Aceasta
previne riscurile de infectare si reduce dizolvarea esantioanelor de testat si,
astfel, contaminarea solutiilor si a altor lame.

Toate probele vor fi tratate cu ajutorul tehnologiei de ultima ora.

Toate probele vor fi etichetate clar.

Vor fi utilizate instrumente adecvate pentru prelevarea si pregatirea probelor.
Vor fi respectate instructiunile producatorului privind aplicarea/utilizarea.
La utilizarea reactivilor auxiliari corespunzatori, trebuie respectate instructi-
unile de utilizare corespunzatoare.

Prepararea reactivului

Safranind Gram - solutie - pentru colorare prin metoda Gram utilizatd pen-
tru colorare este gata de utilizare, diluarea solutiei nu este necesara si mai
degraba provoaca o deteriorare a rezultatelor colorarii si a stabilitatii lor.

Procedura

Colorarea in celula de colorare

Se recomanda diluarea Cristal violet - solutie - pentru metoda Gram 1:3 cu
apa distilatd, in cazul in care se foloseste metoda de imersie.

Lamele trebuie introduse si miscate in solutii, doar imersia simpla produce
rezultate necorespunzatoare de colorare.

Ca masura de prevenire a contamindrii incrucisate nedorite a solutiilor, lame-
le ar trebui lasate sa se scurga bine dupa etapele de colorare individuala.
Trebuie respectate perioadele de timp specificate, pentru a garanta un
rezultat optim al colorarii.

Lama cu frotiu fixat

Cristal violet Gram - solutie 1:30 min
Jet de apa de la robinet 30 sec.
Solutie Lugol* 3 min
Jet de apa de la robinet 20 sec.
Solutie de decolorare Gram** 5-10 sec.
Jet de apa de la robinet 30 sec.
Safranind Gram - solutie 1 min
Jet de apa de la robinet 1 min
Uscare la aer (de ex. peste noapte sau la 50 °C in camera de uscare)

* filtrati solutia Lugol dupa 3 cicluri
** eliminati solutia de decolorare Gram dupa 5 cicluri

Colorarea pe suportul de colorare

Lama cu frotiu fixat
Cristal violet Gram - acoperiti complet si 1 min
solutie |3sati sa reactioneze
Solutie Lugol clatiti rapid
Solutie Lugol acoperiti complet si 1 min
|asati sa reactioneze
Apa distilata spalati cu atentie 5 sec.
Solutie de rotiti lamele cu atentie pana cand | 10 - 15 sec.
decolorare Gram nu se mai produc efecte noi de
culoare, iar frotiul are o culoare
gri-albastru
Apa distilata spalati cu atentie 5 sec.
Safranind Gram - acoperiti complet si 1 min
solutie lasati sa reactioneze
Apa distilata spélati cu atentie 5 sec.
Uscare la aer (de ex. peste noapte sau la 50 °C in camera de uscare)




Acoperirea cu medii de montare ne-apoase (de ex. Neo-Mount™ sau
Entellan™) este recomandatd pentru depozitarea specimenelor bacteriolo-
gice pentru o perioada de cateva luni. In acest scop, specimenele colorate
trebuie uscate foarte bine.

Utilizarea uleiului de imersie este recomandata pentru analiza lamelor colo-
rate cu marire microscopica >40x.

Colorarea in automatul de colorare

Colorarea in sistemele automate de colorare poate fi efectuatd conform
protocolului de colorare in camera de colorare.

Rezultat

Microorganisme Gram-pozitive albastru pana la violet

Microorganisme Gram-negative roz pana la rosu

Depanarea
Fixarea probelor de frotiu

Un grad suficient de fixare la caldurd, folosind arzatorul Bunsen sau intr-o
camera de incalzire, este esential pentru a preveni potentialul infectios al
specimenelor si proliferarea ulterioara a bacteriilor.

Nu exista colorare a bacteriilor gram-pozitive

Faza criticd a procedurii de colorare Gram este faza de decolorare, care
poate fi influentata de grosimea frotiului. In plus, o solutie de decolorare
proaspata este Tnalt reactiva, motiv pentru care rezultatul trebuie evaluat
cu atentie. Pe parcursul fazei de decolorare, utilizatorul trebuie sa respecte
perioadele exacte de incubare descrise in protocol, pentru c3, in caz contrar,
pot aparea rezultate fals-negative.

Observatii tehnice

Microscopul utilizat trebuie sd corespunda cerintelor laboratorului pentru
diagnostic medical.

Atunci cand folositi sisteme pentru colorare automata, respectati instructiu-
nile de utilizare oferite de furnizorul sistemului si al software-ului.

Inldturati excesul de ulei de imersie inainte de umplere.

Caracteristici de performanta analitica

.Safranind Gram - solutie” coloreaza si, prin urmare, vizibilizeaza structu-
rile biologice, asa cum este descris in capitolul ,Rezultat” al acestei IDU.
Produsul trebuie utilizat numai de catre persoane autorizate si calificate,
utilizarea incluzand, printre altele, pregatirea probelor si a reactivilor, mani-
pularea probelor, deciziile privind controalele adecvate si multe altele.

Performanta analitica a produsului este confirmatd prin testarea fiecarui lot
de productie. Participarea cu succes la testele interlaboratoare internationa-
le in mod regulat ofera o confirmare suplimentara si neafiliata a specificitatii
analitice si repetabilitatii.

Pentru urmatoarele colorari, performanta analitica a fost confirmata din
punct de vedere al specificitatii, sensibilitatii si repetabilitatii produsului cu
o ratd de 100%:

Speci- Senzi- Speci- Senzi-
ficitate tivitate ficitate tivitate
inter-test inter-test intra-test intra-test
Colorarea Gram
Microorganisme 20/20 20/20 7/7 7/7
Gram-pozitive
Microorganisme 20/20 20/20 7/7 7/7
Gram-negative

Rezultate de performanta analitica

Datele intra- (efectuate pe acelasi lot) si inter-test (efectuate pe loturi
diferite) indicd numarul de structuri colorate corect in raport cu numarul de
teste efectuate.

Caracteristici de performanta clinica

Safranind Gram - solutie a fost utilizatd cu succes in contextul clinic de zeci
de ani intr-un numar mare de aplicatii.

Performanta clinica a Safranind Gram - solutie, in special, a fost determina-
ta prin stabilirea sensibilitatii si specificitatii acesteia intr-un studiu intern:
Microorganisme Gram-pozitive

Colorarea Gram

Sensitivitate 14/15

Specificitate 15/15

Sensibilitate: 14 mostre din 15: 93,3%
Specificitate: 15 mostre din 15: 100%

Microorganisme Gram-negative

Colorarea Gram

Sensitivitate 15/15

Specificitate 15/15

Sensibilitate: 15 mostre din 15: 100%
Specificitate: 15 mostre din 15: 100%
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Rezultatele acestei evaluari de performanta confirma faptul cd produsul este
potrivit pentru utilizarea prevazuta si functioneaza fiabil.

Cu toate acestea, Interpretarea diagnostica a rezultatelor colorarii trebuie
efectuatd de catre profesionisti calificati si autorizati, luand in considerare
anamneza pacientului, morfologia, utilizarea controalelor adecvate si teste
de diagnostic suplimentare, dacé este cazul. Aceastd metoda poate fi folosi-
ta suplimentar in diagnosticul uman.

Diagnostic

Diagnosticul trebuie stabilit doar de catre personalul autorizat si calificat.
Va fi utilizata nomenclatura in vigoare.

Aceasta metoda poate fi folosita suplimentar in diagnosticul uman.
Testele ulterioare vor fi selectate si implementate conform metodelor recu-
noscute.

Trebuie efectuat un control adecvat al fiecarei aplicatii pentru a se evita
rezultate incorecte.

Setul de colorare poate fi controlat cu bacterii Gram-pozitive si cu bacterii
Gram-negative.

Trebuie utilizate bacterii luate dintr-un mediu de cultura dupa 18-24 ore de
incubare.

Depozitarea

Depozitati Safranind Gram - solutie - pentru colorare prin metoda Gram la
+15°C péna la +25°C.

La temperaturi sub 15 °C, un precipitat colorat se poate sedimenta din
solutiile de colorare. Daca a avut loc precipitarea, puneti flaconul intr-o baie
de apa, timp de 2-3 ore, la aprox. 60 °C. Aceasta va duce la re-dizolvarea
celei mai mari parti din precipitat. Dupa aceea, filtrati solutiile de colorare
printr-un filtru de hartie.

Durata de depozitare

Safranind Gram - solutie - pentru colorare prin metoda Gram poate fi utili-
zata pana la termenul de valabilitate mentionat.

Dupé prima deschidere a flaconului, continutul poate fi utilizat pana la
termenul de valabilitate mentionat, daca este depozitat la +15°C pana la
+25°C.

Flacoanele trebuie pastrate in permanentd bine inchise.

Capacitatea
aprox. 250 de colorari/500 ml

Instructiuni suplimentare

Exclusiv pentru uz profesional.

Pentru a evita erorile, aplicarea trebuie efectuata exclusiv de personal
calificat.

Vor fi respectate recomandarile nationale privind siguranta muncii si asigu-
rarea calitatii.

Trebuie utilizate microscoape echipate conform standardelor.

Daca este necesar, utilizati o centrifugad standard adecvata pentru laborato-
rul pentru diagnostic medical.

Protectia impotriva infectiei

Vor fi luate masuri active pentru protejarea impotriva infectiei, conform
recomandarilor laboratorului.

Instructiuni privind eliminarea

Ambalajul trebuie eliminat in conformitate cu reglementarile locale.
Solutiile utilizate si solutiile expirate trebuie eliminate ca deseuri speciale,
in conformitate cu normele nationale. Informatii privind eliminarea pot
fi gasite sub optiunea Legdturi Rapide ,Hints for Disposal of Microscopy
Products” (,,Indicii privind eliminarea produselor de microscopie”) la
www.microscopy-products.com. In cadrul UE, in prezent se aplica
REGULAMENTUL (CE) Nr 1272/2008 privind clasificarea, etichetarea si
ambalarea substantelor si a amestecurilor, de modificare si de abrogare
a Directivelor 67/548/CEE si 1999/45/CE, precum si de modificare a
Regulamentului (CE) nr. 1907/2006.

Reactivi auxiliari

Cat. nr. 1.00567 Solutie Lugol stabilizatd cu PVP 11,2,51
pentru metoda de colorare Gram

Cat. nr. 1.07961 Entellan™ nou 100 ml, 500 ml,
mediu de montare rapid 11
pentru microscopie

Cat. nr. 1.09016 Neo-Mount™ Flacon de picurare
anhidru - mediu de montare de 100 ml,
pentru microscopie 500 ml

Cat. nr. 1.09218 Cristal violet Gram - solutie 500 ml, 2,51
pentru colorare prin metoda Gram

Cat. nr. 1.09261 Solutie Lugol 11,251
(solutie diluata de iod-iodurad de
potasiu)
pentru metoda de colorare Gram

Cat. nr. 1.10218 Solutie de decolorare Gram
pentru colorare prin metoda Gram

Cat. nr. 1.11885 Gram-Color 1 set
set pentru colorare prin metoda
Gram

500 ml, 2,51



Categoria de risc
Cat. nr. 1.09217

Observati categoria de risc imprimata pe etichetd si informatiile oferite in
fisa de informatii de securitate.
Fisa de informatii de securitate este disponibild pe website si la cerere.

Componentele principale ale produselor
Cat. nr. 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l
11 = 0,98 kg

Observatie generala

Daca in timpul utilizarii acestui dispozitiv sau ca urmare a utilizarii acestuia,
a avut loc un incident grav, va rugam sa il raportati producatorului si/sau
reprezentantului sdu autorizat si autoritatii nationale.

Literatura

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Lichid si vapori inflamabili.

P210: A se pastra departe de surse de caldurd, suprafete fierbinti, scantei,
flacari si alte surse de aprindere. Fumatul interzis.

P233: Pastrati recipientul inchis etans.

P240: Legdtura la pamant si conexiune echipotentiald cu recipientul si
cu echipamentul de receptie.

P241: Utilizati echipamente electrice/ de ventilare/ de iluminat
antideflagrante.

P242: Nu utilizati unelte care produc scantei.

P243: Luati masuri de precautie impotriva descarcarilor electrostatice.

Istoric revizuire

Versiune Comentariu privind modificarea

2024-Jul-23 Versiunea initiala cu introducerea istoricului revizuirilor

The Life Science Business apartinand Merck opereaza ca MilliporeSigma in SUA si Canada.

© 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany si / sau afiliatii sdi. Toate drepturile rezervate. Merck si
Sigma-Aldrich sunt marci comerciale ale Merck KGaA, Darmstadt, Germany. Toate celelalte marci comerciale
sunt proprietatea detinatorilor respectivi. Informatii detaliate despre mérci comerciale sunt disponibile prin
resurse disponibile public.
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Mikroskopi

Grams safraninoplgsning

til gramfarvning

Kun til professionel brug

|VD Medicinske anordning til in vitro-diagnose c €

Beregnet formal

Dette "Grams safraninoplgsning - til gramfarvning" bruges til human-
medicinsk cellediagnose og er beregnet til bakteriologisk undersggelse af
prﬂvematerlale fra mennesker. Det er et klar-til-brug farveoplgsning, som
ndr det bruges til in vitro-diagnose sammen med andre produkter fra vores
sortiment laver bakterielle malstrukturer i bakteriologiske prgvematerialer
(gram-positive eller gram-negative bakterier) ved fiksering, farvning,
kontrastfarvning, montering, eksempelvis udstrygninger af kropsveaesker der
kan evalueres til diagnoseformal.

Gram-oplgsningerne er mogiﬁcerede og udviklede saledes, at farvningen
kan udfgres i farveskale, pa farveracket og i automatiske farvesystemer.

Ufarvede strukturer har en relativ lav kontrast og er ekstremt vanskelige

at skelne under lysmikroskopet. De dannede billeder med farveoplgsninger
hjeelper autoriseret og kvalificerede undersggere med bedre at definere for-
men og strukturen i sadanne tilfelde. Der skal udfgres yderligere tests iht.
anerkendte og gyldige metoder for at fastlaegge en definitiv diagnose.

Princip
Inden for bakteriologi giver gramfarvning mulighed for hurtig differentiering
af gram-positive og gram-negative bakterier.

Bakterievaeggens mureinstruktur danner grundlag for farveaffiniteten.

I det fgrste trin farves bakterierne med krystalviolet, som er en basisk
farve. Efter behandlingen med jodoplgsning (Lugols oplgsning) dannes et
farvestof-jod-kompleks. Under affarvningstrinnet forbliver dette kompleks
i den ﬂerla ede mureinstruktur i gram-positive bakteriers celleveeg - de
fremstar bla-violette.

Gram-negative bakterier har derimod en cellevaeg, der bestar af en
enkeltlaget mureinstruktur, og de frigiver derfor farvestoffet sammen
med affarvnmgsopl;asnmgen Gram-negative bakterier kontrastfarves med
Safraninoplgsning og fremstar derefter rgde.

Prgvemateriale

Udstrygninger af bakteriologisk materiale, som er blevet lufttgrret og
varmefikseret sdsom sputum, udstrygninger fra finnals-aspirations-biopsi
(FNAB), skylninger, aftryk, effusioner, pus, ekssudater, flydende og faste
kulturer.

Reagenser

Varenr. 1.09217  Grams safraninoplgsning 500 ml, 2,51
til gramfarvning

0gsa pakraevet:

Varenr. 1.00567 Lugols oplgsning 11,2,51
stabiliseret med PVP
til gramfarvning

eller

Varenr. 1.09261 Lugols oplgsning 11,2,51
(fortyndet jod-kaliumjodidoplgsning)
til gramfarvning

Varenr. 1.09218  Grams krystalvioletoplgsning 500 ml, 2,51
til gramfarvning

Varenr. 1.10218  Grams affarvningsoplgsning 500 ml, 2,51

til gramfarvning

Alternativ:

Farveseettet 1.11885.0001 kan bruges i stedet for kombinationen af enkelte
reagenser:

Varenr. Gram-Color 1 set
1.11885.0001 farvningskit til gramfarvning
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Forberedelse af prgverne
Prgveudtagningen skal udfgres af faguddannet personale.

P&fgr provematerialet pa et rent og fedtfrit objektglas ved hjeelp af en
udglgdet Igkke. Stryg derefter enten materialet direkte pd objektglasset,
eller bland det forst med 1-2 draber fysiologisk saltvandsoplgsning (Ringers
oplgsning). Lad udstrygningen lufttgrre, og varmefikser den derefter ved at
fgre objektglasset (med udstrygningssiden opad) gennem den gvre del af
bunsenbraenderens flamme tre gange. Lad den derefter kgle af, og farv den.
De Iufttgrrede udstrygninger skal varmefikseres meget omhyggeligt. Dette
forebygger risikoen for infektioner og reducerer oplgsningen af prgvemate-
rialet og dermed forurening af oplgsninger og andre objektglas.

Alle prgver skal behandles ved hjzelp af den nyeste teknologi.

Alle prgver skal forsynes med tydelige etiketter.

Der skal anvendes egnede instrumenter til prﬂveudtagnmg og forberedelse
af proverne. Folg producentens anvisninger med henblik pa anvendelse/
brug.

N&r der anvendes tilhgrende hjeelpereagenser, skal man fglge de tilhgrende
brugsanvisninger.

Forberedelse af reagenserne

Grams safraninoplgsning - til gramfarvning er klar til brug. Fortynding af
oplgsningen er ikke ngdvendigt og resulterer i forringelse af farveresultatet
og oplgsningens stabilitet.

Procedure

Farvning i farvningkuvetten

Det anbefales at fortynde grams krystalvioletoplgsning i forholdet 1:3 med
destilleret vand, hvis immersionsmetoden anvendes.

Objektglassene skal nedsaenkes og bevaeges i oplgsningerne. Nedsaenkning
alene resulterer i inadaekvate farveresultater.

Snittene skal dryppe godt af efter hvert farvetrin for at undga ungdvendig
krydskontaminering af oplgsningerne.

De anfgrte tider skal overholdes for at sikre et optimalt resultat af farvnin-
gen.

Objektglas med fikseret udstrygning

Gram krystalvioletoplgsning 1:30 min.
Rindende postevand 30 sek.
Lugols oplgsning* 3 min.
Rindende postevand 20 sek.
Gram affarvningsoplgsning** 5 - 10 sek.
Rindende postevand 30 sek.
Grams safraninoplgsning 1 min.
Rindende postevand 1 min.
Skal lufttgrre (f.eks. natten over eller ved 50 °C i tgrreskabet)

* Lugols oplgsningen filtreres efter 3 kgrsler
** Grams affarvningsoplgsningen bortskaffes efter 5 kgrsler

Farvning pa farveracket

Objektglas med fikseret udstrygning

Gram krystalvioletoplgsning | skal tildaekkes fuldsteendigt 1 min.
og gives tid til at reagere

Lugols oplgsning skylles kort

Lugols oplgsning skal tildeekkes fuldstaendigt 1 min.

0g gives tid til at reagere

Destilleret vand vaskes grundigt 5 sek.
Gram affarvningsoplgsning objektglassene rystes 10 - 15 sek.
forsigtigt, indtil der ikke
dannes flere farveskyer og
udstrygningen bliver gra/bla
Destilleret vand vaskes grundigt 5 sek.
Grams safraninoplgsning skal tildeekkes fuldsteendigt 1 min.
og gives tid til at reagere
Destilleret vand vaskes grundigt 5 sek.

Skal lufttgrre (f.eks. natten over eller ved 50 °C i tgrreskabet)

Tildeekning med ikke-vandige monteringsmedier (feks Neo-Mount™ eller
Entellan™) og et daekglas anbefales med henbllk pé opbevaring af bakterio-
logiske prover i flere maneder. Til dette formal skal de farvede prover tgrres
meget omhyggeligt.

Brugen af immersionsolie anbefales til analyse af farvede objektglas med
en mikroskopforstgrrelse pd >40x.



Farvning i automatisk farvesystem

Farvning i automatlske farvesystemer kan udfgres i henhold til protokollen
for farvning i farveskalen.

Resultat

Gram-positive mikroorganismer bl&-violet

Gram-negative mikroorganismer lysergd til rgd

Fejlfinding
Fiksering af smear-prgver
Tilstreekkelig varmefiksering ved h]aelp af en bunsenbraender eller i et var-

meskab er vigtigt med henblik p8 at forhindre prgvernes infektionspotentia-
le og yderligere spredning af bakterierne.

Ingen farvning af de gram-positive bakterier

Det vigtigste trin i gramfarvningsproceduren er affarvningstrinnet, som kan
pavirkes af udstrygningens tykkelse. Derudover har en frisk affarvnings-
oplgsning yderst reaktiv, hvilket er grunden til, at resultatet skal evalueres
omhyggeligt. Under affarvningstrinnet skal brugeren overholde de ngjagtige
inkubationstider, der er beskrevet i protokollen. I modsat fald kan det resul-
tere i falske negative resultater.

Tekniske bemaerkninger

Det anvendte mikroskop skal leve op til kravene pd et laboratorie til medi-
cinsk diagnose.

Ved brug af automatiske farvesystemer skal brugervejledningen fra leve-
randgren af systemet og softwaren fglges.

Fjern overskydende immersionsolie forud for arkivering.

Analytiske ydeevnekarakteristika

"Grams safraninoplgsning” farver og visualiserer derved biologiske struk-
turer, som beskrevet i kapitlet "Resultat” i denne brugsanvisning. Dette
produkt m& kun anvendes af autoriserede og kvahﬁcerede personer, hvilket
bl.a. |nk|uderer forberedelse af prove og reagens, provehandtering, afggrel-
ser angaende egnede kontroller med mere.

Produktets analytiske ydeevne bekraeftes ved test af hvert produktionsparti.
Den vellykkede regelmaessige deltagelse i internationale interlaboratorie-
undersggelser giver en ekstra og uafhaengig bekreeftelse af den analytiske
specificitet og repeterbarhed.

For de fglgende farver blev den analytiske ydeevne bekreaeftet med henbllk
pé specificitet, sensitivitet og repeterbarhed for produktet med en rate pa
100 %:

Inter-un- Inter-un- Intra-un- Intra-un-
dersggelse | dersggelse | dersggelse | dersggelse
specificitet | sensitivitet | specificitet | sensitivitet

Gram-farvning

Gram-positive 20/20 20/20 7/7 7/7
mikroorganismer
Gram-negative 20/20 20/20 7/7 7/7

mikroorganismer

Analytiske ydeevneresultater

Data fra intra- (udfgrt p& samme parti) og inter-undersggelse (udfort pd
forskellige partier) oplister antallet af korrekt farvede strukturer i forhold til
antallet af udfgrte undersggelser.

Kliniske ydeevnekarakteristika

Grams saframnopl;zjsmng er blevet anvendt med vellykket resultat i kliniske
miljger i &rtier med et hgjt antal anvendelser.

Den kliniske ydeevne for Grams safraninoplgsning er iszet blevet konstate-
ret ved at fastleegge dets falsomhed og specificitet i en intern undersggelse:

Gram-positive mikroorganismer

Gram-farvning

Sensitivitet 14/15

Specificitet 15/15

Sensitivitet: 14 prgver ud af 15: 93,3 %
Specificitet: 15 prgver ud af 15: 100 %

Gram-negative mikroorganismer

Gram-farvning

Sensitivitet 15/15

Specificitet 15/15

Sensitivitet: 15 prgver ud af 15: 100 %
Specificitet: 15 prgver ud af 15: 100 %

Resultaterne af denne ydeevnevurdermg bekraefter, at produktet er egnet til
den beregnede brug og har en pélidelig ydeevne.

Den diagnostiske tolkning af farvnlngsresultaterne skal dog udfgres af kva-
lificerede og autoriserede eksperter med henblik pa patientens anamnese,
morfologl brugen af passende kontroller og yderligere diagnostiske tests,
safremt relevant. Denne metode kan anvendes som supplement inden for
human diagnostik.
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Diagnostik
Diagnoser m& udelukkende stilles af autoriseret og kvalificeret personale.
Der skal anvendes gyldige nomenklaturer.
Denne metode kan anvendes som supplement inden for human diagnostik.
Yderligere test skal udvaelges og udfgres i henhold til anerkendte metoder.

Der skal udfgres egnede kontroller ved hver anvendelse for at undgd for-
kerte resultater.

Farveseaettet kan kontrolleres med gram-positive bakterier og gram-negative
bakterier.

Der skal anvendes bakterier, som er udtaget fra et kulturmedium efter 18-
24 timers inkubation.

Opbevaring

Grams safraninoplgsning - til gramfarvning skal opbevares ved +15 °C til
+25°C.

Ved temperaturer under 15 °C kan der opsta farvet bundfald i farveoplgs-
ningerne. Hvis der er opstdet bundfald, skal flasken anbringes i et vandbad,
der er indstillet til ca. 60 °C i 2-3 timer. Dermed oplgses det meste af bund-
faldet igen. Derefter skal farveoplgsningen filtreres gennem et papirfilter.

Holdbarhed

Grams safraninoplgsning - til gramfarvning kan bruges indtil den anfgrte
udlgbsdato.

Efter 8bning af flasken kan indholdet bruges indtil den anfgrte udigbsdato,
hvis flasken opbevares ved +15 °C til +25°C.

Flaskerne skal altid vaere forsvarligt lukkede.

Kapacitet
ca. 250 farvninger/500 ml

Yderligere anvisninger

Kun til professionel brug.

For at undgd fejl m& produktet kun anvendes af faguddannet personale.
Nationale bestemmelser vedrgrende arbejdssikkerhed og kvalitetssikring
skal overholdes.

Der skal anvendes mikroskoper, der udstyret i henhold til de gaeldende
standarder.

Brug om ngdvendigt en standardcentrifuge, der egner sig til brug pa et
laboratorie i forbindelse med medicinsk diagnostik.

Beskyttelse mod infektioner

Der skal traeffes effektive foranstaltninger til beskyttelse mod infektioner i
henhold til laboratoriets retningslinjer.

Bortskaffelse

Emballagen skal bortskaffes i overensstemmelse med de gaeldende
bestemmelser for bortskaffelse.

Brugte oplgsninger og oplgsninger, hvor holdbarheden er udlgbet,

skal bortskaffes som seerligt affald i overensstemmelse med de lokale
bestemmelser. Oplysninger om bortskaffelse kan findes under linket "Hints
for Disposal of Microscopy Products” (Tip til bortskaffelse af produkter

til mikroskopi) under www.microscopy-products.com. I EU skal den
gaeldende FORORDNING (EF) nr. 1272/2008 om klassificering, maerkning
og emballering af stoffer og blandinger og om aendring og ophaevelse af
direktiv 67/548/EQF og 1999/45/EF og om andring af forordning (EF) nr.
1907/2006 overholdes.

@vrige reagenser

Varenr. 1.00567  Lugols oplgsning 11,2,51
stabiliseret med PVP
til gramfarvning

Varenr. 1.04699  Immersionsolie 100-ml pipette-

til mikroskopi flaske,

100 ml, 500 ml

Varenr. 1.07961 Entellan™ ny 100 ml, 500 ml,
hurtigindstgbningsmiddel 11

til mikroskopi

Varenr. 1.09016 Neo-Mount™ 100-ml pipette-

vandfrit indstgbningsmiddel flaske,
til mikroskopi 500 ml
Varenr. 1.09218 Grams krystalvioletoplgsning 500 ml, 2,51
til gramfarvning
Varenr. 1.09261  Lugols oplgsning 11,2,51
(fortyndet jod-kaliumjodidoplgsning)
til gramfarvning
Varenr. 1.10218  Grams affarvningsoplgsning 500 ml, 2,51

til gramfarvning

Varenr. 1.11885  Gram-Color 1 set
farvningskit til gramfarvning

Fareklassificering
Varenr. 1.09217

Veer opmaerksom pa den fareklassificering, der er trykt pa etiketten,
og oplysningerne i sikkgrhegsdatabladet.
Sikkerhedsdatabladet fas pa hjemmesiden og ved forespgrgsel.



Produkternes hovedkomponenter
Varenr. 1.09217

Farveindeks 50240 1,8 g/l
11=0,98 kg

Generel bemaerkning

Hvis der under brugen af dette apparat eller som folge af dets brug opstar
en alvorlig haendelse, skal dette meddeles producenten og/eller dennes
autoriserede repraesentant og den nationale myndighed.

Litteratur

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Brandfarlig veeske og damp.

P210: Holdes vk fra varme, varme overflader, gnister, aben ild og andre
anteendelseskilder. Rygning forbudt.

P233: Hold beholderen taet lukket.

P240: Beholder og modtageudstyr jordforbindes/potentialudlignes.
P241: Anvend eksplosionssikkert elektrisk/ ventilations-/ lys-/ udstyr.
P242: Anvend veerktgj, som ikke frembringer gnister.

P243: Treef foranstaltninger mod statisk elektricitet.
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1.09217.2500 HEF
1.09217.9025

Mikroskopija

Gramova safranin otopina
za metodu bojenja po Gramu

Samo za profesionalnu uporabu

|VD In vitro dijagnosticki medicinski proizvod c €

Namjena

Ova ,Gramova safranin otopina - za metodu bojenja po Gramu” upotreblja-
va se za dijagnostiku ljudskih medicinskih stanica i sluzi za bakteriolosko
ispitivanje uzorka ljudskog podrijetla. To je otopina za bojenje spremna

za uporabu zahvaljujuci kojoj je, a kada se upotrebljava s drugim in vitro
dijagnosti¢kim proizvodima iz nase ponude, moguce je procijeniti ciljne
strukture (gram-pozitivne ili gram-negativne bakterije) fiksiranjem, boje-
njem, protubojenjem, poklapanjem u materijalima bakterioloskih uzoraka,
primjerice u razmazima tjelesnih tekucina u dijagnosticke svrhe.

Otopine po Gramu izmjenjuju se i dizajniraju na takav nacin da se bojenje
moze izvoditi u stanicama za bojenje, na podlozi za bojenje i u automat-
skim sustavima za bojenje.

Neobojene strukture imaju relativno niski kontrast i iznimno ih je tesko ra-

zlikovati pod svjetlosnim mikroskopom. Slike dobivene uz primjenu otopina
za bojenje ovlastenom i kvalificiranom ispitivacu pomazu da u takvim sluca-
jevima bolje definira oblik i strukturu. Daljnja ispitivanja moraju se provesti
prema priznatim, valjanim metodama da bi se postavila konac¢na dijagnoza.

Princip
U bakteriologiji, bojenje po Gramu dopusta brzo razlikovanje bakterija na
Gram pozitivhe i Gram negativne.

Mureinska struktura bakterijskog zida osnova je afiniteta za boje.

U prvom koraku bakterije se boje kristalno ljubi¢astom bojom, odn. ani-
linskom bojom. Nakon tretmana otopinom s jodom (Lugolova otopina),
stvorit ¢e se kompleks boje s jodom. Tijekom koraka uklanjanja boja, ovaj
kompleks ostaje u viSeslojnoj mureinskoj strukturi stani¢nog zida Gram
pozitivnih bakterija i izgledat ¢e plavo-ljubicasto.

Gram negativne bakterije, kao kontrast, imat ¢e stani¢ni zid koji se sastoji
od jednoslojne mureinske strukture i sukladno tome ponovno ¢e ispustati
boju s otopinom za uklanjanje boje. Gram negativne bakterije bit ¢e protu-
obojane safranin otopinom i izgledat ¢e ruzicasto do crveno.

Uzorak

Razmazi bakterioloskih materijala koji su osuseni zrakom i fiksirani toplinom
poput sputuma, razmaza iz biopsija tankom iglom (FNAB), ispiranja, otisa-
ka, efuzija, gnoja, eksudata i kultura u teku¢em i krutom stanju.

Reagensi

Kat. br. 1.09217  Gramova safranin otopina 500 ml, 2,51
za metodu bojenja po Gramu

Takoder potrebno:

Kat. br. 1.00567  Lugolova otopina stabilizirana s PVP 11,2,51
za bojenje po GRAM-u

ili

Kat. br. 1.09261  Lugolova otopina 11,251
(razrijedena otopina kalija i joda)
za metodu bojenja po Gramu

Kat. br. 1.09218  Gramova kristalno ljubicasta otopina 500 ml, 2,51
za metodu bojenja po Gramu

Kat. br. 1.10218 Gramova otopina za obezbojenje 500 ml, 2,51

za metodu bojenja po Gramu

Alternativno:

Umjesto kombinacije jednog reagensa moze se upotrebljavati komplet za
bojenje 1.11885.0001:

Kat. br. Gram-Color 1 set
1.11885.0001 komplet bojaza metodu bojenja po
Gramu
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Priprema uzorka
Uzorkovanje mora provoditi kvalificirano osoblje.

Primijenite uzorak na Cisto stakalce bez masnoca s pomocu zarene petlje.
Zatim razmazite uzorak izravno na stakalce ili ga prvo pomijesajte s 1 do
2 kapi fizioloSke otopine (Ringerova otopina). Osusite na zraku i zatim
fiksirajte zagrijavanjem postupnim provlacenjem (strana s razmazom
okrenuta prema gore) kroz gornji dio plamena Bunsenova plamenika tri
puta. Nakon toga pustite da se ohladi i oboji.

Razmazi osuseni na zraku moraju se vrlo oprezno fiksirati toplinom. Time
se sprjecava opasnost od infekcija i smanjuje otapanje uzorka, a time i
kontaminacija otopina te drugih stakalaca.

Svi uzorci moraju se obraditi vrhunskom tehnologijom.

Svi uzorci moraju se jasno oznaciti.

Prilikom uzimanja uzoraka i njihove pripreme moraju se upotrebljavati pri-
kladni instrumenti. Slijedite upute proizvodaca za primjenu/upotrebu.
Kada upotrebljavate odgovarajuce pomocne reagense, treba se pridrzavati
njihovih uputa za uporabu.

Priprema reagensa

Gramova safranin otopina - za metodu bojenja po Gramu koriStena za
bojenje spremna je za uporabu, razrjedivanje otopine nije potrebno i samo
pogorsava rezultat bojenja i njegovu stabilnost.

Postupak
Bojenje u stanicama za bojenje

Preporucuje se razrjedivanje Gramove kristalno ljubiaste otopine u omjeru
1:3 s destiliranom vodom ako se upotrebljava metoda uranjanja.

Stakalca se moraju uroniti i pomaknuti u otopinama, jednostavno uranjanje
ne daje adekvatne rezultate bojenja.

Stakalca se trebaju postaviti tako da se dobro ocijede nakon svakog zaseb-
nog koraka bojenja da bi se izbjegla nepotrebna unakrsna kontaminacija
otopina.

Potrebno je pridrzavati se navedenih vremena za optimalne rezultate bojenja.

Stakalce s fiksiranim razmazom

Gramova kristalno ljubic¢asta otopina 1:30 min
Voda iz slavine 30s
Lugolova otopina* 3 min
Voda iz slavine 20s
Gramova otopina za obezbojenje** 5-10 s
Voda iz slavine 30s
Gramova safranin otopina 1 min
Voda iz slavine 1 min

Susenje zrakom (npr. preko nodi pri 50 °C u komori za susenje)

* filtrirajte Lugolovu otopinu nakon 3 ciklusa
** odbacite Gramovu otopinu za obezbojenje nakon 5 ciklusa

Bojenje na podlozi za bojenje

Stakalce s fiksiranim razmazom

Gramova kristalno
ljubicasta otopina

u potpunosti pokrijte 1 min
i pricekajte reakciju

Lugolova otopina kratko isperite

Lugolova otopina u potpunosti pokrijte 1 min

i pricekajte reakciju

Destilirana voda pazljivo operite 5s

Gramova otopina
za obezbojenje

pazljivo pomaknite kruznim 10-15s
pokretima dok se vise ne
proizvode oblaci boje i
razmaz ne poprimi sivo-

plavu boju
Destilirana voda pazljivo operite 5s
Gramova safranin u potpunosti pokrijte 1 min
otopina i pricekajte reakciju
Destilirana voda pazljivo operite 5s

Susenje zrakom (npr. preko noci pri 50 °C u komori za susenje)

Pokrivanje s medijem za poklapanje bez vode (npr. Neo-Mount™ ili
Entellan™) i stakleni pokrov preporucuju se za pohranu bakterioloskih uzo-
raka na nekoliko mjeseci. Obojani uzorci moraju se u tu svrhu vrlo dobro
osusiti.

Upotreba imerzijskog ulja preporucuje se za analizu obojanih stakalaca s
pomocu mikroskopskog povecéanja > 40x.



Bojenje u automatima za bojenje

Bojenje u automatskim sustavima za bojenje moZze se izvesti prema proto-
kolu za bojenje u stanicama za bojenje.

Rezultat

Gram pozitivni mikroorganizmi plavo-ljubicasto

Gram negativni mikroorganizmi ruzicasta do crvene

Otklanjanje poteskoca
Fiksacija uzoraka razmaka

Neophodna je odredena razina fiksiranja toplinom s pomoc¢u Bunseno-
va plamenika da bi se sprijeio zarazni potencijal uzorka i daljnje Sirenje
bakterija.

Nema bojenja Gram pozitivnih bakterija

Kriti¢ni stadij postupka bojenja po Gramu jest korak uklanjanja boje na koji
moze utjecati debljina razmaza. Uz to, svjeza otopina za obezbojenje vrlo je
reaktivna, zbog Cega se rezultat mora oprezno procijeniti. Tijekom koraka
uklanjanja boje korisnik se mora pridrzavati to¢nog vremena inkubacije
opisanog u protokolu, jer u suprotnome moze dodéi do lazno negativnih
rezultata.

Tehnicke napomene

Upotrebljavani mikroskop mora zadovoljavati preduvjete medicinskog
dijagnosti¢kog laboratorija.

Prilikom upotrebe automatske opreme za bojenje slijedite upute za uporabu
dobavljaca sustava i softvera.

Prije punjenja uklonite suvisno imerzijsko ulje.

Znacajke analiticke ucinkovitosti

,Gramova safranin otopina” boji i tako omogucava vizualizaciju bioloskih
struktura, kao $to je opisano u poglavlju ,Rezultat” u ovim uputama za
uporabu. Ovaj proizvod smiju upotrebljavati samo ovlastene i kvalificirane
osobe. To se, izmedu ostaloga, odnosi na pripremu uzoraka i reagensa,
rukovanje uzorcima, donosenje odluka o odgovarajué¢im kontrolama itd.
Analiti¢ka ucinkovitost ovog proizvoda potvrdena je ispitivanjem svake
proizvodne serije. Uspjesno redovito sudjelovanje u medunarodnim medu-
laboratorijskim ispitivanjima pruza dodatnu i nezavisnu potvrdu analiticke
specifi¢nosti i ponovljivosti.

Za sljedece je postupke bojenja potvrdena 100 %-tna analiti¢cka ucinkovi-
tost proizvoda u pogledu specifi¢nosti, osjetljivosti i ponovljivosti:

Specifi¢- Osjetljivost | Speci- Osjetljivost
nost medu | medu ispi- | ficnost unutar
ispitivanji- | tivanjima unutar ispitivanja
ma ispitivanja

Gram bojenje

Gram pozitivni 20/20 20/20 7]7 7]7

mikroorganizmi

Gram negativni 20/20 20/20 7/7 7/7

mikroorganizmi

Rezultati analiticke ucinkovitosti

Podaci dobiveni unutar ispitivanja (provedeno na istoj seriji) i medu ispiti-
vanjima (provedena na razli¢itim serijama) pokazuju broj ispravno obojenih
struktura s obzirom na broj provedenih ispitivanja.

Znacajke klinicke ucinkovitosti

Gramova safranin otopina desetlje¢ima se uspjesno upotrebljava u klini¢-
kom okruzenju za velik broj primjena.

Klini¢ka ucinkovitost Gramova safranin otopina posebno je odredena utvrdi-
vanjem njegove osjetljivosti i specificnosti internoj studiji:

Gram pozitivni mikroorganizmi

Gram bojenje

Osjetljivost 14/15

Specifi¢nost 15/15

Osjetljivost: 14 uzoraka od 15: 93,3 %
Specifi¢nost: 15 uzoraka od 15: 100 %

Gram negativni mikroorganizmi

Gram bojenje

Osjetljivost 15/15

Specifi¢nost 15/15

Osjetljivost: 15 uzoraka od 15: 100 %
Specifi¢nost: 15 uzoraka od 15: 100 %

Rezultati ove procjene ucinkovitosti potvrduju da je proizvod prikladan za
predvidenu uporabu i da pouzdano djeluje.

Medutim, kvalificirani i ovlasteni stru¢njaci moraju provesti dijagnosti¢ko
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tumacdenje rezultata bojenja, pri ¢emu prema potrebi trebaju uzeti u obzir
pacijentovu anamnezu, morfologiju, primjenu odgovarajucih kontrola i
dodatne dijagnosticke testove. Ova se metoda moze koristiti kao dopuna u
dijagnostici na ljudima.

Dijagnostika

Dijagnoze smije donositi jedino ovlasteno i kvalificirano osoblje.

Potrebno je upotrebljavati valjanu nomenklaturu.

Ova se metoda mozZe koristiti kao dopuna u dijagnostici na ljudima.
Potrebno je odabrati i implementirati dodatne testove sukladno prepoznatim
metodama.

Potrebno je provesti odgovarajuce kontrole prilikom svake primjene da bi se
izbjegli neispravni rezultati.

Komplet za bojenje moze se kontrolirati s pomo¢u Gram pozitivnih bakterija
i Gram negativnih bakterija.

Potrebno je upotrebljavati bakterije uzete iz kulture nakon 18-24 sata
inkubacije.

Skladistenje

Pohranite proizvod Gramova safranin otopina - za metodu bojenja po Gramu
na +15°C do +25°C.

Pri temperaturama ispod 15 °C obojeni precipitat moze se nataloZiti izvan
otopine za bojenje. Ako je doslo do talozenja, ostavite bocu 2-3 sata u
vodenoj kupki na pribl. 60 °C. To ¢e ponovno otopiti veéinu natalozenog
materijala. Nakon toga filtrirajte otopinu za bojenje kroz filtar papir.

Rok uporabe

Gramova safranin otopina - za metodu bojenja po Gramu mozZe se
upotrebljavati do navedenog roka trajanja.

Nakon prvog otvaranja boce, sadrzaj se moze upotrebljavati do navedenog
roka uporabe ako je pohranjen na +15°C do +25°C.

Boce moraju biti ¢vrsto zatvorene u svakom trenutku.

Kapacitet
oko 250 bojenja / 500 ml

Dodatne upute

Samo za profesionalnu uporabu.

Da bi se izbjegle pogreske, primjenu smije provoditi samo kvalificirano
osoblje.

Potrebno je slijediti nacionalne smjernice za sigurnost na radu i osigurava-
nje kvalitete.

Potrebno je upotrebljavati mikroskope opremljene sukladno standardu.
Ako je to potrebno, upotrebljavajte standardnu centrifugu prikladnu za
medicinski dijagnosticki laboratorij.

Zastita od infekcije

Potrebno je poduzeti ucinkovite mjere za zastitu od infekcije sukladno
smjernicama laboratorija.

Upute za odlaganje

Pakiranje se mora odloZiti sukladno trenutnim smjernicama za odlaganje.
Koristene otopine i otopine kojima je istekao rok uporabe moraju se odloziti
kao poseban otpad sukladno lokalnim smjernicama. Informacije o odlaganju
mozete dobiti na brzoj poveznici ,Hints for Disposal of Microscopy Products”
(Savjeti za odlaganju mikroskopskih proizvoda) na adresi
www.microscopy-products.com. Unutar EU-a primjenjuje se trenuta¢no
primjenjiva UREDBA (EZ) br. 1272/2008 o razvrstavanju, oznacivanju i pa-
kiranju tvari i smjesa, o izmjeni i stavljanju izvan snage Direktive 67/548/
EEZ i 1999/45/EZ i o izmjeni Uredbe (EZ) br. 1907/2006.

Pomocni reagensi

Kat. br. 1.00567  Lugolova otopina stabilizirana s PVP 11,251
za metodu bojenja po Gramu

Kat. br. 1.04699  Imerziono ulje
za mikroskopiju

Boca kapaljka
od 100 ml,
100 ml, 500 ml

Kat. br. 1.07961  Novi Entellan™ 100 ml, 500 ml,
brzi medij za uklapanje 11
za mikroskopiju

Kat. br. 1.09016  Neo-Mount™ Boca kapaljka

bezvodni medij za poklapanje od 100 ml,
za mikroskopiju 500 ml
Kat. br. 1.09218  Gramova kristalno ljubic¢asta otopina 500 ml, 2,51

za metodu bojenja po Gramu

Kat. br. 1.09261  Lugolova otopina 11,2,51
(razrijedena otopina kalija i joda)
za metodu bojenja po Gramu

Kat. br. 1.10218 Gramova otopina za obezbojenje 500 ml, 2,51
za metodu bojenja po Gramu

Kat. br. 1.11885  Gram-Color 1 set
komplet bojaza metodu bojenja po
Gramu



Klasifikacija rizika
Kat. br. 1.09217

Slijedite klasifikaciju rizika ispisanu na oznaci i informacije navedene na
sigurnosno-tehni¢kom listu.
Sigurnosno-tehnicki list dostupan je na web-mjestu i na zahtjev.

Glavne komponente proizvoda
Kat. br. 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l
11=0,98 kg

Opca napomena

Ako se tijekom uporabe ovog uredaja ili zbog njegove uporabe dogodi
ozbiljan Stetni dogadaj, prijavite ga proizvodacu i/ili njegovom ovlastenom
zastupniku te nacionalnom nadleZznom tijelu.

Knjizevnost

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Zapaljiva tekucina i para.

P210: Cuvati odvojeno od topline, vruih povrsina, iskri, otvorenih plamena
i ostalih izvora paljenja. Ne pusiti.

P233: Cuvati u dobro zatvorenom spremniku.

P240: Uzemljiti i uévrstiti spremnik i opremu za prihvat kemikalije.

P241: Rabiti elektri¢nu/ ventilacijsku/ rasvjetnu /opremu koja nece izazvati
eksploziju.

P242: Rabiti neiskreci alat.
P243: Poduzeti mjere za sprecCavanje statiCkog elektriciteta.

Povijest revizija

Verzija Komentar o izmjeni

2024-Jul-23 Izvorna verzija s uvodom u povijest revizija

The Life Science Business tvrtke Merck posluje kao MilliporeSigma u SAD-u i Kanadi.

© 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany i/ili drustva-kceri tog drustva. Sva prava pridrzana. Merck i
Sigma-Aldrich u jarkim bojama zastitni su znakovi drustva Merck KGaA, Darmstadt, Germany. Svi drugi
zastitni znakovi pripadaju odgovaraju¢im vlasnicima. Detaljne informacije o zastitnim znakovima dostupne
su putem javno dostupnih resursa.
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Sigma-Aldrich.

1.09217.0500
1.09217.2500 HEF
1.09217.9025

Mikroskopia

Roztwor Grama: safranina
do barwienia metoda Grama

Wylacznie do uzytku przez specjalistow

|VD Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro c €

Przeznaczenie

~Roztwdr Grama: safranina — do barwienia metodg Grama” jest wykorzysty-
wany w procesie medycznej diagnostyki komoérek ludzkich i stuzy do bakte-
riologicznej oceny prébek pochodzenia ludzkiego. Jest to gotowy do uzycia
roztwor barwiacy, ktory w potgczeniu z innymi produktami do diagnostyki in
vitro z naszej oferty umozliwia diagnostyke docelowych struktur bakteryj-
nych (bakterii Gram-dodatnich lub Gram ujemnych) poprzez utrwalanie,
barwienie, barwienie kontrastujace, zamykanie w preparatach bakteriolo-
gicznych, np. rozmazach lub ptynach ustrojowych, do celéw diagnostycz-
nych.

Roztwory Grama sg modyfikowane i przygotowywane w taki sposéb, ze
barwienie moze byc¢ przeprowadzane w komorach do barwienia, na statywie
do barwienia, a takze w automatycznych systemach barwiacych.

Niezabarwione struktury maja stosunkowo niski kontrast i sg niezwykle
trudne do odrdznienia pod mikroskopem $wietinym. Obrazy utworzone z
uzyciem roztworow barwigcych pomagajq upowaznionemu i wykwalifikowa-
nemu badaczowi lepiej zdefiniowac forme i strukture w takich przypadkach.
Aby postawi¢ ostateczng diagnoze, nalezy wykona¢ dalsze badania, stosujac
uznane i sprawdzone metody.

Zasada dziatania

W bakteriologii barwienie metoda Grama umozliwia szybkie rozréznienie
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych.

Podstawe do wigzania barwnikéw stanowi struktura mureinowa bakterii.

W pierwszej kolejnosci bakterie sq poddawane barwieniu z uzyciem fioletu
krystalicznego - barwnika anilinowego. Po zalaniu roztworem jodu (ptynem
Lugola) formuja sie kompleksy ztozone z barwnika i jodu. Na etapie odbar-
wiania kompleksy te pozostajg w wielowarstwowej strukturze mureinowej
$ciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich - ktére maja barwe niebiesko-
fioletowa.

Sciana komérkowa bakterii Gram-ujemnych sktada sie natomiast z jedno-
warstwowej struktury mureinowej, ktéra uwalnia barwnik wraz z roztworem
odbarwiajacym. Bakterie Gram-ujemne sa poddawane barwieniu kontra-
stujgcemu z uzyciem roztworu safraniny i przybierajq kolor od rézowego do
czerwonego.

Materialy do prébek

Rozmazy materiatu bakteriologicznego, ktére zostaty wysuszone na powie-
trzu i utrwalone przez podgrzewanie, takie jak plwocina, rozmazy z biopsji
aspiracyjnej cienkoigtowej, ptukanki, odciski, wysieki, ropa i kultury ptynne
lub state.

Odczynniki

Nr kat. 1.09217 Roztwér Grama: safranina 500 ml, 2,51
do barwienia metodg Grama

ROowniez wymagane:

Nr kat. 1.00567 Ptyn Lugola stabilizowany PVP 11,2,51
(poliwinylopirolidonem)
do barwienia metoda Grama

lub

Nr kat. 1.09261 Ptyn Lugola 11,251
(rozcienczony roztwor jodu
i jodku potasu)
do barwienia metoda Grama

Nr kat. 1.09218 Roztwdr Grama: fiolet krystaliczny 500 ml, 2,51
do barwienia metoda Grama

Nr kat. 1.10218 Roztwdr odbarwiajacy Grama 500 ml, 2,51

do barwienia metoda Grama

PL

www.sigmaaldrich.com

Rozwiazanie alternatywne:

Zamiast taczenia pojedynczych odczynnikdéw, mozna uzy¢ zestawu do bar-
wienia 1.11885.0001:

Nr kat. Gram-Color zestaw roztworow 1 set
1.11885.0001 do barwienia metodg Grama

Przygotowywanie préobek
Prébki musza by¢ pobierane przez wykwalifikowany personel.

Natozy¢ materiat mikrobiologiczny na czyste, wolne od ttuszczu szkietko,
uzywajac wyzarzonej petli. Nastepnie rozmazac¢ materiat bezposrednio na
szkietku lub uprzednio zmieszac z 1-2 kroplami roztworu soli fizjologicznej
(roztworu Ringera). Osuszy¢ na powietrzu, a nastepnie utrwali¢ termicznie,
powoli trzykrotnie przesuwajac szkietko (skierowane rozmazem do goéry)
przez stozek ptomienia palnika Bunsena. Nastepnie pozostawic¢ do ostygnie-
cia i przeprowadzi¢ barwienie.

Suszone na powietrzu rozmazy muszg zostac¢ bardzo ostroznie utrwalone
termicznie. Pozwala to unikna¢ ryzyka infekcji i ogranicza rozpad materiatu
mikrobiologicznego, a w rezultacie réwniez ryzyko zanieczyszczenia roztwo-
réw i innych szkietek.

Wszystkie probki musza by¢ przetwarzane z uzyciem najnowoczesniejszych
technologii.

Wszystkie probki musza by¢ wyraznie oznaczone.

Do pobierania i przygotowywania prébek nalezy uzywac odpowiednich
instrumentéw. Postepowac zgodnie z instrukcjami producenta dotyczacymi
zastosowania/uzytkowania.

Podczas stosowania odpowiednich odczynnikdw pomocniczych nalezy
przestrzegac odpowiedniej instrukcji uzytkowania.

Przygotowywanie odczynnika

Roztwdr Grama: safranina — do barwienia metodg Grama wykorzystywany
do barwienia jest gotowy do uzycia i rozciefnczanie go nie jest wymagane -
doprowadzi tylko do pogorszenia wynikéw barwienia i ich stabilnosci.

Procedura
Barwienie w komorze do barwienia

Jesli stosowana bedzie metoda z zanurzeniem, zaleca sie rozcienczenie
roztworu fioletu krystalicznego Grama wodg destylowang w stosunku 1:3.
Szkietka zanurzy¢ i porusza¢ nimi w roztworach. Samo zanurzenie spowoduje
uzyskanie niewtasciwych rezultatéow barwienia.

Po kazdym z etapow w procesie barwienia preparaty nalezy pozostawi¢ do
okapania, aby unikna¢ niepotrzebnego krzyzowego zanieczyszczenia roztwo-
réw.

W celu zagwarantowania optymalnych rezultatéw barwienia nalezy stoso-
wac sie do zalecanych czasow.

Szkietko z utrwalonym rozmazem

Roztwér Grama: fiolet krystaliczny 1:30 min
Biezaca woda z kranu 30 sek.
Ptyn Lugola* 3 min
Biezaca woda z kranu 20 sek.
Roztwér odbarwiajacy Grama** 5-10 sek.
Biezaca woda z kranu 30 sek.
Roztwér Grama: safranina 1 min
Biezaca woda z kranu 1 min

Osuszy¢ na powietrzu (np. przez noc lub w temp. 50°C w suszarce)

* odfiltrowaé ptyn Lugola po 3 cyklach
** wylac roztwér do odbarwiania Grama po 5 cyklach



Barwienie na statywie do barwienia

Szkietko z utrwalonym rozmazem

doktadnie przykryc¢ 1 min
i pozostawic¢ do
wystapienia odczynu

Roztwér Grama: fiolet
krystaliczny

Ptyn Lugola krotko przeptukad

dokfadnie przykry¢ 1 min
i pozostawi¢ do
wystapienia odczynu

Ptyn Lugola

Woda destylowana ostroznie przemy¢ 5 sek.

Roztwér odbarwiajacy ostroznie zamieszac 10 - 15 sek.
Grama preparatami, az barwnik
przestanie sie unosi¢, a
rozmaz przyjmie szaro-

niebieski kolor

Woda destylowana ostroznie przemy¢ 5 sek.

Roztwér Grama: safranina doktadnie przykryc¢ 1 min
i pozostawi¢ do

wystgpienia odczynu

Woda destylowana ostroznie przemy¢ 5 sek.

Osuszy¢ na powietrzu (np. przez noc lub w temp. 50°C w suszarce)

Na potrzeby przechowywania preparatéw bakteriologicznych przez kilka
miesiecy zalecane jest uzycie bezwodnego odczynnika do zamykania prepa-
ratow (np Neo-Mount™ lub Entellan™) i szkietka nakrywkowego. W tym celu
nalezy bardzo doktadnie osuszy¢ barwione preparaty.

Uzycie olejku immersyjnego jest zalecane na potrzeby analizy barwionych
preparatow przy powiekszeniu mikroskopowym >40x.

Barwienie w automatycznym systemie barwiacym

Barwienie w automatycznych systemach barwigcych moze by¢ przeprowa-
dzane zgodnie z protokotem barwienia w komorze do barwienia.

Wynik

Mikroorganizmy Gram-dodatnie niebiesko-fioletowaq,

Mikroorganizmy Gram-ujemne od rézowego do czerwonego

Rozwigzywanie probleméw
Utrwalanie prébek rozmazu

Odpowiedni stopien utrwalenia preparatow za pomoca palnika Bunsena lub
suszarki ma zasadnicze znaczenie dla zapobiegania infekcjom i dalszemu
namnazaniu sie bakterii.

Brak barwienia bakterii Gram-dodatnich

Krytyczne znaczenie dla procedury barwienia metodg Grama ma etap
odbarwiania, na ktéry moze wptynaé grubos¢ rozmazu. Ponadto $wiezy
roztwdr do odbarwiania jest wysoce reaktywny, co oznacza, ze wynik nalezy
oceniac ostroznie. Na etapie odbarwiania uzytkownik powinien doktadnie
przestrzegac czaséw inkubacji wskazanych w protokole — w przeciwnym
razie wynik moze by¢ fatszywie ujemny.

Uwagi techniczne

Uzywany mikroskop powinien spetnia¢ wymogi laboratorium diagnostyki
medycznej.

Podczas korzystania z automatycznych systeméw barwigcych nalezy poste-
powac zgodnie z instrukcjami dostarczonymi przez producenta systemu i
oprogramowania.

Przed przystapieniem do przechowywania nalezy usung¢ nadmiar olejku
immersyjnego.

Parametry wydajnosci analitycznej

,Roztwdr Grama: safranina” wybarwia i tym samym wizualizuje struktury
biologiczne, jak opisano w rozdziale ,Wynik” niniejszej Instrukcji obstugi
(IFU). Produkt moze by¢ uzywany wytacznie przez osoby upowaznione i wy-
kwalifikowane. Dotyczy to miedzy innymi przygotowania prébek i odczynni-
koéw, postepowania z probkami, decyzji dotyczacych odpowiednich kontroli

i innych.

Wydajnosc¢ analityczna produktu jest potwierdzana poprzez testowanie
kazdej partii produkcyjnej. Regularny udziat w miedzynarodowych bada-
niach miedzylaboratoryjnych stanowi dodatkowe, niezalezne potwierdzenie
swoistosci i powtarzalnosci analizy.

PL
Dla ponizszych barwnikéw, w zakresie paramterdéw analitycznych wymienio-
nych ponizej, potwierdzono, ze wskaznik swoistosci, czutosci i powtarzalno-
$ci produktu wynosi 100%:

Swoisto$¢ | Czutosé Swoisto$¢ | Czutosé
miedzyse- | miedzyse- | wewnatrz- | wewnatrz-
ryjna ryjna seryjna seryjna
Barwienie metoda,
Grama
Mikroorganizmy 20/20 20/20 7/7 7/7
Gram-dodatnie
Mikroorganizmy 20/20 20/20 7/7 7/7
Gram-ujemne

Wyniki analityczne

Dane wewnatrz- (wykonane na tej samej serii) i miedzyseryjne (wykonane
na réznych seriach) przedstawiajg wiele prawidtowo wybarwionych struktur
w stosunku do liczby wykonanych testéw.

Parametry wydajnosci klinicznej

Roztwdr Grama: safranina jest z powodzeniem wykorzystywany w wielu
zastosowaniach w warunkach klinicznych od kiludziesigciu lat.
Wydajnos¢ kliniczna Roztwdr Grama: safranina w szczegdlnosci zostata
okreslona poprzez ustalenie jego czutosci i swoistosci w badaniu
wewnetrzym:

Mikroorganizmy Gram-dodatnie

Barwienie metoda Grama
Czutosé 14/15
Swoistosé 15/15

Czuto$¢: 14 z 15 préobek: 93,3%
Swoistos¢: 15 z 15 probek: 100%

Mikroorganizmy Gram-ujemne

Barwienie metodg Grama
Czutos¢ 15/15
Swoistosé 15/15

Czutosé: 15 z 15 probek: 100%
Swoistos¢: 15 z 15 probek: 100%

Wyniki niniejszej Oceny Wydajnosci potwierdzaja, ze produkt jest odpo-
wiedni do zamierzonego zastosowania i dziata niezawodnie.

Interpretacja diagnostyczna wynikéw barwienia powinna by¢ jednak
przeprowadzona przez wykwalifikowanych i upowaznionych specjalistéw, z
uwzglednieniem wywiadu z pacjentem, morfologii, zastosowania odpowied-
nich kontroli oraz dodatkowych badan diagnostycznych, jesli jest to wskaza-
ne. Metode tg mozna dodatkowo stosowac w diagnostyce ludzkiej.

Diagnostyka

Diagnozy moze stawia¢ wytacznie odpowiednio upowazniony i
wykwalifikowany personel.

Nalezy stosowac obowigzujace nazewnictwo.

Metode tgq mozna dodatkowo stosowac w diagnostyce ludzkiej.

Nalezy wyznaczy¢ i przeprowadzi¢ dalsze badania zgodnie z uznanymi meto-
dami.

Podczas kazdego zastosowania nalezy korzysta¢ z materiatdw kontrolnych w
celu zweryfikowania wynikow.

Do kontroli zestawu do barwienia mozna uzywac bakterii Gram-dodatnich

i Gram-ujemnych.

Nalezy uzywac bakterii pobranych z hodowli po 18-24 godz. inkubacji.

Przechowywanie

Roztwdr Grama: safranina — do barwienia metodg Grama przechowywaé w
temperaturze od +15°C do +25°C.

W temperaturze ponizej 15°C z roztworéw do barwienia moze wytracac sie
kolorowy osad. W razie wytrgcenia sie osadu nalezy umiesci¢ butelke na
2-3 godziny w kapieli wodnej o temp. ok. 60°C. Spowoduje to ponowne
rozpuszczenie wiekszosci osadu. Nastepnie nalezy przefiltrowaé roztwory do
barwienia za pomoca filtra papierowego.

Okres przydatnosci do uzycia

Roztwér Grama: safranina — do barwienia metodg Grama nie nalezy uzywaé
po uptywie wskazanego terminu przydatnosci do uzycia.

Po otwarciu butelki po raz pierwszy zawarto$¢ nadaje sie do uzycia do
wskazanego terminu przydatnosci do uzycia, jezeli wyrdb jest przechowy-
wany w temperaturze od +15°C do +25°C.

Podczas przechowywania butelki powinny zawsze pozostawac szczelnie
zamkniete.



Pojemnosé
ok. 250 barwien/500 ml

Dodatkowe instrukcje

Wylacznie do uzytku przez specjalistow.

W celu unikniecia bteddéw wyrobu powinien uzywac wytacznie wykwalifiko-
wany personel.

Nalezy przestrzega¢ krajowych wytycznych w zakresie bezpieczenstwa
pracy i kontroli jakosci.

Nalezy uzywac mikroskopdw, ktérych wyposazenie odpowiada obowigzuja-
cym normom.

W razie potrzeby nalezy uzy¢ standardowej wirdwki odpowiadajacej wymo-
gom laboratorium diagnostyki medycznej.

Ochrona przed zakazeniem

Nalezy stosowa¢ skuteczne $rodki ochrony przed zakazeniami zgodne z
wytycznymi laboratoryjnymi.

Instrukcje dotyczace utylizacji

Opakowanie nalezy zutylizowa¢ zgodnie z obowigzujacymi przepisami doty-
czacymi usuwania odpadow.

Zuzyte roztwory i roztwory po terminie przydatnosci do uzycia nalezy zutyli-
zowac zgodnie z lokalnymi przepisami dotyczacymi odpaddw specjalnych.
Informacje dotyczace utylizacji mozna znalez¢, korzystajac z tacza ,Hints
for Disposal of Microscopy Products” (,Wskazdwki dotyczace utylizacji
produktéw do mikroskopii”) w witrynie www.microscopy-products.com. Na
terenie UE obowigzuje obecnie rozporzadzenie (WE) nr 1272/2008 w spra-
wie klasyfikacji, oznakowania i pakowania substancji i mieszanin, zmienia-
jace i uchylajace dyrektywy 67/548/EWG i 1999/45/WE oraz zmieniajace
rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006.

Odczynniki pomocnicze

Nr kat. 1.00567 Ptyn Lugola stabilizowany PVP 11,2,51

(poliwinylopirolidonem)
do barwienia metodg Grama
100 ml - butelka

Nr kat. 1.04699  Olejek imersyjny

PL
upowaznionemu przedstawicielowi oraz organowi krajowemu.

Literatura

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Latwopalna ciecz i pary.

P210: Przechowywac z dala od zrddet ciepta, gorgcych powierzchni, zrodet
iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet zaptonu. Nie palié.

P233: Przechowywac pojemnik szczelnie zamkniety.

P240: Uziemic i potaczy¢ pojemnik i sprzet odbiorczy.

P241: Uzywac elektrycznego/ wentylujacego/ oswietleniowego/
przeciwwybuchowego sprzetu.

P242: Uzywac nieiskrzacych narzedzi.
P243: Podjac¢ dziatania zapobiegajace wytadowaniom elektrostatycznym.

Historia zmian

Wersja Komentarz do modyfikacji

2024-Jul-23 Pierwsza wersja z wprowadzong historig zmian

Nr kat. 1.07961

Nr kat. 1.09016

Nr kat. 1.09218

Nr kat. 1.09261

Nr kat. 1.10218

Nr kat. 1.11885

do mikroskopii

Entellan™ nowy
$rodek do szybkiego zamykania
preparatéw mikroskopowych

Neo-Mount™

bezwodny srodek

do zamykania preparatow
do mikroskopii

Roztwdr Grama: fiolet krystaliczny
do barwienia metoda Grama

Ptyn Lugola

(rozcienczony roztwoér jodu

i jodku potasu)

do barwienia metoda Grama

Roztwér odbarwiajacy Grama
do barwienia metodg Grama

Gram-Color
zestaw roztwordw do barwienia
metoda Grama

Klasyfikacja zagrozen

Nr kat. 1.09217

z zakraplaczem,

100 ml, 500 ml
100 ml, 500 ml,
11

100 ml - butelka
z zakraplaczem,
500 ml

500 ml, 2,51

11,251

500 ml, 2,51

1 set

Nalezy stosowac sie do klasyfikacji zagrozen wydrukowanej na etykiecie i
informacji podanych w karcie charakterystyki substancji chemicznej.

Karta charakterystyki substancji chemicznej jest dostepna w witrynie inter-
netowej i na zadanie.

Glowne skiadniki produktéw

Nr kat. 1.09217

C.I. 50240
11=0,98 kg

Uwaga ogoélna

1,8 g/l

Jesli podczas uzytkowania tego urzadzenia lub w wyniku jego uzytkowania
wystapit powazny incydent, to nalezy zgtosic¢ to producentowi i/lub jego

Dziatalno$¢ w segmencie Life Science firmy Merck odbywa sie pod marka MilliporeSigma w USA

i Kanadzie.

© 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany i/lub jej spotki stowarzyszone. Wszelkie prawa zastrzezone.

Merck i Sigma-Aldrich to znaki towarowe firmy Merck KGaA, Darmstadt, Germany. Wszystkie inne znaki
towarowe nalezg do ich wtascicieli. Szczegdtowe informacje na temat znakéw towarowych sg dostepne w
publicznie dostepnych zasobach.

REF

Numer
katalogowy

a A

Termin przydatnosci Ograniczenia
do uzycia: termiczne
RRRR-MM-DD

LOT

Kod partii
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Zapoznac sie z
instrukcja uzytkowania

ZAN

Uwaga: nalezy zapoznac
sie z dokumentacjq
towarzyszaca.

gl

Producent

Status: 2024-Jul-23

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
Tel. +49(0)6151 72-2440
www.sigmaaldrich.com
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Sigma-Aldrich.

1.09217.0500
1.09217.2500 HEF
1.09217.9025

Microscopia

Solucao de safranina segundo
Gram

para o método de coloracdo de Gram

Apenas para utilizagdo profissional

|VD Dispositivo Médico para Diagndstico In-Vitro c €

Finalidade prevista

A “Solugdo de safranina segundo Gram - para o método de coloragdo de
Gram” é utilizada para diagnéstico médico de célula humana e serve para
investigacdo bacterioldgica de material de amostra de origem humana. E
uma solugdo de coloragdo pronta a usar que, quando utilizada juntamente
com outros produtos de diagndstico in-vitro da nossa gama, tornam as
estruturas-alvo bacterianas (bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas)
por fixagdo, coloragdo, contracoloragdo, montagem materiais de amostra
bacterioldgica. p. ex., esfregacos de liquidos corporais, avalidveis para fins
de diagnostico.

As solugGes Gram sdo modificadas e concebidas de forma a que a coloragao
possa ser realizada em células de coloragdo, no rack de coloragdo, bem
como em sistemas de coloragdo automatizados.

As estruturas ndo coradas tém relativamente pouco contraste e sdo extre-
mamente dificeis de distinguir no microscépio dtico. As imagens criadas
utilizando as solugdes de coloracdo ajudam o investigador autorizado e
qualificado a definir melhor a forma e a estrutura, nestes casos. Tém de ser
efetuados testes adicionais, de acordo com métodos validos reconhecidos,
para se obter um diagndstico definitivo.

Principio
Em bacteriologia, a coloragdo Gram permite diferenciar rapidamente bacté-
rias Gram-positivas e Gram-negativas.

A estrutura de mureina da parede da bactéria é a base da afinidade da cor.
No primeiro passo, as bactérias serdo coloridas com violeta cristalino, um
corante de anilina. Apds o tratamento com solucdo de iodo (solugdo de
Lugol), forma-se um complexo de corante por iodina. Durante o passo de
descoloragdo, este complexo permanece na estrutura multicamadas de
mureina da parede celular das bactérias Gram-positivas - que surgem
azuis-arroxeadas.

Bactérias Gram-negativas, pelo contrario, tém uma parede celular com-
posta por uma estrutura monocamada de mureina e voltam a libertar,
correspondentemente, o corante de coloragdo com a solugdo descolorante.
Bactérias Gram-negativas serdo contracoloridas com solugdo de safranina e
adquirem depois a cor rosa a vermelho.

Material da amostra

Esfregacos de material bacteriolégico que tenham sido secos ao ar e fixados
a quente, como esputo, esfregagos de bidpsias de aspiragdo por agulha fina
(FNAB), enxaguamentos, impressdes, efusdes, pus, exsudados, culturas
liquidas e sdlidas

Reagentes
Cat. n.> 1.09217

Solugdo de safranina segundo Gram 500 ml, 2,51

para o método de coloragdo de Gram

Também necessario:

Cat. n.° 1.00567 Solugao de Lugol estabilizada com PVP 11,251
para coloragdo Gram

ou

Cat. n.° 1.09261 Solucdo de Lugol (solugdo diluida de iodo- 11,2,51

iodeto de potdssio)
para a coloragdao de Gram

Cat. n.° 1.09218 Solugao de violeta cristal segundo Gram 500 ml, 2,51
para a coloragdao de Gram

Cat. n.° 1.10218 Solugao descolorante de Gram
para a coloragdao de Gram

500 ml, 2,51

PT

www.sigmaaldrich.com

Em alternativa:

Em vez da combinagdo de reagentes simples, pode ser usado o kit de colo-
ragdo, 1.11885.0001:

Cat. n.° 1.11885.0001
Gram-Color 1 set
Conjunto para a coloragdo Gram

Preparagao da amostra

A recolha da amostra tem de ser realizada por pessoal qualificado.

Aplique o material da amostra sobre uma lamina limpa e sem gordura,
usando um lago recozido. Aplique o esfregago do material diretamente na
lamina ou misture primeiro com 1 - 2 gotas de solugéo fisioldgica salina
(solugdo de Ringer). Seque ao ar e depois fixe com calor, passando lenta-
mente a lamina (com o lado do esfregago para cima) trés vezes pela parte
superior da chama do bico de Bunsen. Em seguida, deixe arrefecer e colorir.
Os esfregagos secos ao ar tém de ser fixados com calor muito cuidadosa-
mente. Isso evita o risco de infegdes e reduz a dissolugdo do material da
amostra e, assim, a contaminagdo de solugbes e de outras laminas.

Todas as amostras tém de ser tratadas usando a mais moderna tecnologia.
Todas as amostras tém de ser inequivocamente rotuladas.

Tém de ser usados instrumentos adequados para retirada e preparagdo das
amostras. Siga as instrugdes de aplicagdo / utilizagdo do fabricante.

Ao utilizar os reagentes auxiliares correspondentes, tém de ser cumpridas
as instrugdes de utilizagdo correspondentes.

Preparacao do reagente

A Solugdo de safranina segundo Gram - para o método de coloragéo de
Gram usada para coloracdo estd pronta a usar; ndo é necessaria diluigdo da
solugdo, o que apenas causaria deterioracdo do resultado da coloragdo e da
estabilidade.

Procedimento
Coloragao na célula de coloragdo

Recomenda-se que se dilua a solugdo de Gram violeta cristalina 1:3 com
agua destilada, caso seja usado o método de imerséo.

As laminas tém de ser imersas e movidas dentro das solugdes; a simples
imersdo gera resultados de coloragdo inadequados.

Deixe que as laminas escorram bem depois dos passos de coloragéo indivi-
duais, como medida para evitar qualquer contaminagdo cruzada desneces-
séria das solugdes.

Os tempos indicados devem ser cumpridos para garantir um resultado de
coloragdo ideal.

Lamina com esfregaco fixo

Solugdo de violeta cristal segundo Gram 1:30 min.
Agua de torneira corrente 30 seg.
Solugdo de Lugol* 3 min.
Agua de torneira corrente 20 seg.
Solugdo descolorante de Gram** 5-10 seg.
Agua de torneira corrente 30 seg.
Solugdo de safranina segundo Gram 1 min.
Agua de torneira corrente 1 min.
Secar ao ar (p.ex., durante a noite ou a 50°C na estufa de secagem)

* filtre a solugdo de Lugol apds 3 passagens
** elimine a solugdo de descoloracdo de Gram apoés 5 passagens

Coloracgao no rack de coloragao

Lamina com esfregaco fixo

Solugdo de violeta cristal
segundo Gram

cubra completamente e 1 min.
deixe reagir

Solugdo de Lugol enxague brevemente

Solugdo de Lugol cubra completamente e 1 min.
deixe reagir

Agua destilada lave cuidadosamente 5 seg.

Solugdo descolorante de faga rodar cuidadosamente 10 - 15

Gram as laminas até que deixe de seg.

ser formar nuvens de co-
rante e até que o esfregago
adquira uma cor cinzenta-
-azulada




Agua destilada lave cuidadosamente 5 seg.
Solugdo de safranina cubra completamente e 1 min.
segundo Gram deixe reagir

Agua destilada lave cuidadosamente 5 seg.

Secar ao ar (p.,ex., durante a noite ou a 50°C na estufa de secagem)

Recomenda-se a cobertura com meios de montagem ndo-aquosos (p.ex.,

Neo-Mount™ ou Entellan™) e com um vidro de cobertura, para armazenar
amostras bacterioldgicas durante varios meses. Para esse efeito, as amos-
tras coloridas tém de ser muito bem secas.

A utilizagdo de 6leo de imersdo é recomendada para analise de laminas
coloridas com ampliagdo microscépica de >40x.

Coloragdo no automatismo de coloragao

A coloragdo em sistemas automatizados de coloragdo pode ser executada
de acordo com o protocolo de coloragdo na célula de coloragdo.

Resultado
Microrganismos Gram-positivos
Microrganismos Gram-negativos

azul-violeta
rosa a vermelho

Resolugdao de anomalias
Fixacdao de amostras em esfregaco

E essencial um determinado grau de termofixacdo com um bico de Bunsen
ou numa estufa de calor, a fim de evitar o potencial infeccioso das amostras
e demais proliferagdo das bactérias.

Sem coloragdo das bactérias Gram-positivas

A fase critica do procedimento de coloragdo de Gram ¢é o passo de descolo-
ragdo, que pode ser influenciado pela espessura do esfregago. Além disso,
uma solucdo descolorante fresca é altamente reativa, razéo pela qual o
resultado deve ser avaliado com cautela. Durante o passo de descoloragao,
o utilizador devera cumprir os tempos de incubagdo exatos descritos no
protocolo, uma vez que, de contrario, podem surgir resultados falso-nega-
tivos.

Notas técnicas

O microscopio usado deverad cumprir os requisitos de um laboratério de
diagndstico médico.

Ao utilizar sistemas de coloracdo automatica, por favor, siga as instrugdes
de utilizacdo disponibilizadas pelo fornecedor do sistema e do software.
Retire o excedente do 6leo de imersdo antes de encher.

Caracteristicas do desempenho analitico

“Solugao de safranina segundo Gram” cora e, por conseguinte, visuali-

za estruturas bioldgicas, tal como descrito no capitulo “Resultado” desta
instrugdo de utilizagdo. A utilizagdo do produto deve ser efetuada apenas
por pessoas autorizadas e qualificadas e isto inclui, entre outras coisas,
preparacdo de amostras e reagentes, manuseamento de amostras, decisdes
relativamente a controlos adequados e mais.

O desempenho analitico do produto é confirmado através da testagem de
todos os lotes de produgdo. A participagdo bem-sucedida em testes interla-
boratoriais internacionais a intervalos regulares proporciona uma confirma-
¢do adicional e independente da especificidade analitica e da repetibilidade.
Para os seguintes corantes, o desempenho analitico foi confirmado em ter-
mos de especificidade, sensibilidade e repetibilidade do produto com uma
taxa de 100 %:

Especifici- | Sensibili- Especifici- | Sensibili-
dade inter- | dade inter- | dade intra- | dade intra-
-ensaio -ensaio -ensaio -ensaio
Coloragdo de Gram
Microrganismos 20/20 20/20 7/7 7/7
Gram-positivos
Microrganismos 20/20 20/20 7/7 7/7
Gram-negativos

Resultados do desempenho analitico

Os dados intra-ensaio (efetuado com o mesmo lote) e inter-ensaio (efetua-
do com lotes diferentes) listam o nimero de estruturas coradas correta-
mente em relagédo ao numero de ensaios efetuados.

Caracteristicas do desempenho clinico

A Solugdo de safranina segundo Gram foi utilizada durante décadas com
sucesso em ambiente clinico num nimero elevado de aplicagdes.

O desempenho clinico da Solucdo de safranina segundo Gram em particular
foi determinado através do estabelecimento da sua sensibilidade e especifi-
cidade num estudo interno:

Microrganismos Gram-positivos

Coloragao de Gram

Sensibilidade 14/15

Especificidade 15/15

Sensibilidade: 14 amostras em 15: 93,3 %
Especificidade: 15 amostras em 15: 100 %

PT
Microrganismos Gram-negativos

Coloragao de Gram
Sensibilidade 15/15
Especificidade 15/15

Sensibilidade: 15 amostras em 15: 100 %
Especificidade: 15 amostras em 15: 100 %

Os resultados desta avaliagdo do desempenho confirmam que o produto é
adequado para a utilizagdo prevista e que tem um desempenho fiavel.

Contudo, a interpretagdo para diagnostico destes resultados de coloragéo
deve ser efetuada por profissionais qualificados e autorizados, levando em
conta a anamnese do doente, a morfologia, a utilizagdo de controlos ade-
quados e testes de diagndstico adicionais, se apropriado. Este método pode
ser utilizado de forma complementar no diagndstico em seres humanos.

Diagndstico

Os diagndsticos devem ser feitos apenas por pessoal autorizado e qualifi-
cado.

Devem ser utilizadas nomenclaturas validas.

Este método pode ser utilizado de forma complementar no diagndstico em
seres humanos.

Devem ser selecionados e implementados outros testes, de acordo com
métodos reconhecidos.

Devem ser realizados controlos adequados a cada aplicagdo, a fim de evitar
resultados incorretos.

O controlo pode ser executado com bactérias Gram-positivas e Gram-nega-
tivas.

Devem ser usadas bactérias retiradas de um meio de cultura apos 18 - 24
horas de incubagdo.

Armazenamento

Armazene a Solugdo de safranina segundo Gram - para o método de colora-
cdo de Gram entre +15°C e +25°C.

A temperaturas abaixo de 15°C, podera ocorrer um deposito de precipitado
colorido das solugdes de coloragdo. Se tiver ocorrido precipitacdo, coloque o
frasco durante 2 - 3 horas num banho de dgua aprox. a 60°C. Isso iraé voltar
a dissolver a maior parte do precipitado. Em seguida, filtre as solugGes de
coloragdo através de um filtro de papel.

Durabilidade

A Solucdo de safranina segundo Gram - para o método de coloragéo de
Gram pode ser usada até expirar a data de validade.

ApoOs a primeira abertura do frasco, o contetido pode ser usado até expirar
a data de validade indicada, desde que conservado entre +15°C e +25°C.

Os frascos tém de ser sempre mantidos hermeticamente fechados.

Capacidade
aprox. 250 coloragdes / 500 ml

Instrugdes adicionais

Apenas para utilizagdo profissional.

A fim de evitar erros, a aplicagdo apenas pode ser realizada por pessoal
qualificado.

Tém de ser seguidas as diretrizes nacionais sobre seguranga no trabalho e
garantia de qualidade.

Tém de ser utilizados microscopios equipados de acordo com o padrao.

Se necessario, utilize uma centrifugadora padrdo adequada a laboratérios
de diagnostico médico.

Protecao contra infegoes

Deverao ser tomadas medidas eficazes para proteger contra infeges, em
linha com as diretrizes laboratoriais.

Instrugdes para eliminagdao

A embalagem tem de ser eliminada de acordo com as atuais diretrizes
sobre eliminagao.

As soluges utilizadas e as solugdes que excedam a durabilidade tém de
ser eliminadas como residuos especiais, de acordo com as diretrizes locais.
Informacdo sobre eliminagdo pode ser obtida através do link rapido

“Dicas para Eliminagdo de Produtos de Microscopia” em
www.microscopy-products.com. Dentro da UE, aplica-se o Regulamento
(CE) n.© 1272/2008 sobre classificagdo, rotulagem e embalagem de subs-
tancias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548/CEE e 1999/45/
CE, e altera o Regulamento (CE) n.° 1907/2006.

Reagentes auxiliares
Cat. n.° 1.00567 Solugao de Lugol estabilizada com PVP 11, 2,51
para coloragdo Gram

Cat. n.° 1.04699 Oleo de imers&o
para microscopia

Frasco de instila-
cdo de 100 ml;
100 ml, 500 ml
Cat. n.° 1.07961 Entellan™ Novo 100 ml, 500 ml,
meio de montagem rapido 11
para microscopia
Cat. n.° 1.09016 Neo-Mount™ Frasco de instila-
Meio de montagem anidro cdo de 100 ml;
para microscopia 500 ml



Cat. n.° 1.09218 Solugdo de violeta cristal segundo Gram 500 ml, 2,5 |
para a coloragdo de Gram

Cat. n.° 1.09261 Solugdo de Lugol (solugédo diluida de 11,2,51
iodo-iodeto de potassio)
para a coloragao de Gram

Cat. n.° 1.10218 Solugdo descolorante de Gram 500 ml, 2,51
para a coloragdao de Gram

Cat. n.° 1.11885 Gram-Color 1 set

Conjunto para a coloragdo Gram

Classificagdo do perigo
Cat. n.° 1.09217

Observe a classificagdo de perigo impressa no rétulo e a informagdo dada
na ficha de dados de seguranga.

A ficha de dados de seguranca estd disponivel no site na Internet e por
pedido.

Principais componentes do produto
Cat. n.° 1.09217

C.I. 50240
11 = 0,98 kg

1,8 g/l

Comentario geral

Se, durante a utilizagdo deste dispositivo ou como resultado da sua utiliza-
¢do, ocorrer um incidente grave, queira comunica-lo ao fabricante e/ou ao
seu representante autorizado e a sua autoridade nacional.

Literatura

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Liquido e vapores inflamaveis.

P210: Mantenha afastado do calor/ faisca/ chama aberta/ superficies
quentes.- Ndo fume.

P233: Mantenha o recipiente hermeticamente fechado.

P240: Aterre e vincule o vaso contentor e o receptor do produto durante
transferéncias.

P241: Utilize equipamento elétrico/ de ventilagdo/ de iluminagéo a prova de
explosdo.

P242: Use ferramentas que ndo produzam faiscas.
P243: Tomar medidas de precaugdo contra descargas eletrostaticas.

Histoérico de revisdes

Versao Comentario a modificagao

2024-Jul-23 Versdo inicial com a introdugdo do histdrico de revisdes

O sector Life Science da Merck opera como MilliporeSigma nos EUA e Canada.

© 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany e/ou as suas sociedades afiliadas. Todos os direitos reservados.
Merck e Sigmal-Aldrich séo marcas comerciais da Merck KGaA, Darmstadt, Germany. Todas as outras
marcas comerciais sdo propriedade dos seus respetivos proprietdrios. Para informages pormenorizadas
em matéria de marcas comerciais consultar os recursos disponiveis ao publico.
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Mukpockonus

CacdpaHuH pasTBop no Gram

3a ouBeTsaBaHe no Gram

Camo 3a npodecnmoHanHa ynorpeba

|VD MeaAnUMHCKO usaenue 3a in vitro aonarHocTuka c €

MpepHasHauyeHune

To3u ,CadpaHuH pa3teBop no Gram - 3a oueTsaBaHe nNo Gram" ce u3non3ea
3a KneTbyHa AMarHoCTMKa B XyMaHHaTa MeauunHa U Cnyxu 3a baktepuno-
JIOMMYHO U3cneaBaHe Ha MaTepuan oT Npobu OT YOBELIKW NPou3xoa. Ton e
roTos 3a ynotpeba pa3TBoOp 3a ouBeTsiBaHe, KOWTO npu ynotpeba 3aeaHo ¢
APYTY NPOAYKTW 3a in vitro AMarHocTMKa OT Halwwus nopTdeinn npasu bakTte-
puanHuTe TapreTHU CTPYKTYPW OLEHWMU 3@ AMArHOCTMYHKU Lenun (Gram-no-
NoxuTtenHn nnn Gram-otpuuaTtenHm baktepun) ypes dukcMpaHe, ouBeTsBa-
He, KOHTpaoLBeTsIBaHe, NOoCTaBsiHe BbpPXY NPeAMETHO CTbK/I0 B MaTepuanu
OT 6aKTEPMONOrMYHN NPobU, HaNpUMep HaTPMBKK OT TEIECHU TEYHOCTU.

PastBOpMTE Mo Gram ca MOAUMULMPAHM U Ca MPOEKTUPaHM MO TaKbB HauMH,
Ye OLBETSIBAHETO MOXe Aa Ce M3BBbPLUM B KIIETKUTE 3a OLBETSBaHE, Ha CTOM-
KaTa 3a ouBeTsABaHe ¥ B aBTOMATU3MPaHu CUCTEMU 3@ OLLBETSBAHE.

HeoLBeTeHWTe CTPYKTYpU Ca CbC CPaBHUTENHO C/lab KOHTpacT v ca us-
K/IOUUTENHO TPYAHU 3@ pasrpaHuyaBaHe noj HabLeHue CbC CBETAMHEH
MUKpOCKOT. N306paxeHnsTa, Cb3aaAeHmn C MOMOLLTa Ha pa3TBOpPUTE 3a
ouBeTsiBaHe, NoMarar Ha yMmb/HOMOLLEHNs U KBanuduumpaH uscnegosarten
no-gobpe Aa onpeaeny popMaTta v CTPyKTypaTa B TakvBa cfiydau. Tpsibsa
[la ce W3BbpLUAT AOMbHUTENHW U3CNeABaHUs B CbOTBETCTBME C NMPU3HATK,
Ba/IMAHU METOAM, 3a [ia Ce AOCTUTHE [0 AedUHUTUBHA AMarHosa.

MpuHUMnN
B 6akTtepuonorusaTa ousetsasaHeTo no Gram nossonsisa 6bp30 AndepeHum-
paHe Ha 6akTepunTe Ha Gram-nofIOKUTENHN 1 Gram-0TpULATENTHMN.

MypevHoBaTa CTpyKTypa Ha 6akTepuanHaTta cTeHa e ocHoBaTa Ha apuHuTe-
Ta KbM 6arpuna.

B nbpBaTa cTbnka 6akTepuuTe Lie ce OLBETSAT C KPUCTASIHO BUOSIETOBO, aHu-
nuHoBO 6arpuno. Cnea TpeTMpaHeTo C oAeH pa3Teop (S1yronos pasTsop)
e ce obpasyBa komnnekc 6arpuno-ioa. Mo BpeMe Ha cTbnkaTta Ha obes-
LiBETSIBaHe TO3U KOMMJIEKC OCTaBa B MHOroC/I0MHaTa MyperHoBa CTPYKTypa
Ha KneTbyHaTa cTeHa Ha Gram-nonoXxuTenHuTe 6akTepun - Te LWe Usrnex-
[aT CUHbO-BWOJIETOBM.

Gram-oTpuuaTenHuTe 6akTepun, 3a pasfiMka oT ToBa, UMaT KIeTbYHa CTeHa,
CbCTOSAWA Ce OT eAHOC/IOHa MypenHoBa CTPYKTypa U CbOTBETHO OCBOGOX-
[laBaT OTHOBO 6arpuioTo C pasTBopa 3a obe3uBeTsiBaHe. Gram-oTpuuaTen-
HWTe 6akTepuu We 6bAAT KOHTPAOLBETEHM C Pa3TBOP Ha cadpaHuH U Le
n3rnexzaaT po30BU A0 YEepPBEHMU.

MaTtepuan Ha npo6burte

HaTpuBku oT 6akTepnonornyeH Matepuas, KoMTo ca 6unm nscyweHn Ha
Bb34YyX M (PUKCMPaHWN Ypes 3arpsiBaHe, KaTo Xxpayka, HaTPMBKWU OT TbHKO-
urneHun acnupaumoHHn 6uoncumn (FNAB), naBaxwu, OTNIMBKW, U3NUBU, THOWN,
eKkcyaaTu, TeYHU U TBBPAN KYNTypu.

PeareHtn

KaT. N? 1.09217
CadpaHuH pasteop no Gram
3a ouseTsaBaHe no Gram

500 ml, 2,5 |

Heo6xoammmu ca cbuo:

Kat. N 1.00567 Jlyronos pa3TtBop ctabunusmpaH c PVP 11,251
3a oueTsABaHe no pam

nnu

KaTt. N 1.09261 Jlyronoe pa3tBop (pa3peaeH pa3TBop Ha 11,2,51
roa-kanves noama)
3a ouseTsiBaHe no pam

KaTt. N 1.09218 KpucTtaneH B1oneTos pastBop no Gram 500 ml, 2,51
3a ougeTsBaHe no Gram
Kat. N 1.10218 O6e3uBeTsBaL, pa3tsop no Gram 500 ml, 2,51

3a oueTaBaHe no Gram
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www.sigmaaldrich.com

KaTto anTtepHaTuBa:

BmecTo kOMBMHaLMATa OT eAMHUYHW peareHTU MoXe Ja Cce U3Mon3Ba KuTa
3a ouBeTaBaHe 1.11885.0001:

KaT. N2 1.11885.0001
Gram-Color 1 set
Habop 3a ouBeTaBaHe no Gram

MoaroroBka Ha npo6urte
B3emaHeTo Ha npobu Tpsabsa Aa ce M3BbPLUBA OT KBaAuduuMpaH nepcoHan.

HaHeceTe maTepuana Ha npobaTa BbpXy YMCTO NPeAMETHO CTbKIO 6e3 mMas-
HWHa C NoMoLUTa Ha 3akaneHa npumka. Cnej ToBa NPUroTBeTe HaTpUBKa OT
mMaTepuana wan AUPeKTHO BbPXY NPeAMETHOTO CTbK/0, MU KaTo MbpBO CMe-
cute ¢ 1 - 2 kankn pusnonornyeH pastsop (pastesop Ha Ringer). M3cyweTte
Ha Bb34yX W cnej ToBa puKcMpaiiTe ypes 3arpssaHe, kato 6aBHO nsTernare
npeaMeTHOTO CTbk0 (C o6bbpHaTa Harope CTpaHa C HaTpMBKa) Npes3 ropHarta
4yacT Ha nnambka Ha ropesnkarta Bunsen TpukpaTHo. Cnea ToBa ocTaBeTe Aa
ce oxnlaam u ousererte.

HaTpuBkuTe, U3CylleHn Ha Bb3ayX, TpsibBa Aa ce dumKcupaT ypes 3arpsiBaHe
MHOr0O BHMMaTenHo. ToBa NpefoTBpaTsaBa pucka oT UHdbeKUMM 1 Hamansea
pa3TBapsHeTO Ha MaTepuana Ha npobuTe n cneaoBaTeNHO - KOHTaMUHaLUNUs
Ha pa3TBOpUTE W Ha ApPYyruTe NpeaMeTHU CTbKia.

Bcuukn npobu TpsibBa Aa ce TpeTupaT C M3M0S3BaHe Ha Hali-akTyanHaTa
TeXHoNorus.

Bcuukun npobu Tpsibea sicHO Aa ce o6o3HauarT.

3a B3eMaHe Ha nNpobu 1 TaxHaTa noaroToBka Tpsibea Aa ce n3nonssaT
NoAXOASALWN UHCTPYMeHTH. CneaBaliTe MHCTPYKLMUTE 3a NPUIoXeHue / yno-
Tpeba Ha npounsBoanTens.

KoraTo ce u3nonssaTt CbOTBETHUTE NMOMOLLHW peareHTu, Tpsibsa Aa ce cnas-
BaT CbOTBETHUTE MHCTPYKLMM 3a yrnoTpeba.

MoarotoBka Ha peareHTUTe

CadpaHuH pa3Ttsop no Gram - 3a ouseTsBaHe no Gram e roTos 3a ynoTpe-
6a, He ce Hanara paspexiaHe Ha pa3TBopa M TO CaMO BOAM [0 BfiOLIaBaHe
Ha pesysiTata OT OLBETSBAHETO U Ha CTabunHocTTa.

Mpoueaypa

OI.lBeTSIBaHe B KJIeTKaTa 3a ouBeTsaABaHe

MpenopbyBa ce KPUCTANHUAT BMOMETOB pa3TBop No Gram Aa ce paspeau
1:3c¢ AecTunmpaHa Boaa, ako Cce M3nosi3Ba MeToda C noTtandHe.
rlpe,CI,MeTHVITe CTbKNa TpﬂﬁBa Aa ce noTonAaAT 1 Aa Ce pa3aBuXaT 3a KpaTKo B
pa3TBoOpuTE, NPOCTOTO NOoTansgHe BOAM A0 HEAOCTAaTb4YHO OLBETABAHE.

MpeaMeTHUTE CTbkNa TpAbBa Aa MMaT Bb3MOXHOCT A06pe Aa ce oTuexaat
criefl OTAENHUTE CTbMKKU Ha OLBETABAHE, KaTo MsApKa 3a M36srBaHe Ha HeHy-
HO KPbCTOCAHO 3aMbpCsiBaHe Ha pasTBoOpUTE.

MocoyeHunTe BpeMeHa TpsibBa Aa ce crasBsarT, 3a 4a Ce rapaHTMpa onTuManeH
pesynTaT oT OLBETABAHETO.

MpeaMEeTHO CTBbKIO C MKCUpaHa HaTpuBKa

KpucrtaneH snonetos pa3teBop no Gram 1:30 MuH.
Tevala yewmMaHa Boja 30 cexk.
Nyronos pa3steBop* 3 MUH.
Tevawa yewmsaHa Boja 20 cex.
O6e3uBeTsBaLy, pa3TBop No Gram** 5-10 cek.
Tevawa yewMsHa BoAa 30 cek.
CadpaHuH pasTtBop no Gram 1 MUH.
Tevala yewmMsHa Boja 1 MWH.
M3cyweTe Ha Bb3ayXx (Hanp. 3a aeHoHowwme uam npu 50 °C B wkada 3a
n3cyliaBaHe)

*  dunTtpuparite nyronosusa pasteop cnes 3 uukbna
** n3xpbpnete pasTeopa 3a obesuseTsBaHe no Gram cnep 5 umkbna

OuBeTsiBaHe Ha CToMKaTa 3a ouBeTABaHe

MpeaMeTHO CTbKIIO C hMKCMpaHa HaTpMBKa

KpucrtaneH BMoneToB pas-
TBOp No Gram

MOKPUWIATE HaMbL/HO U OCTa- 1 MUH.
BeTe [a npoTeye peakums

Jlyronos pa3stsop M3nnaKHeTe 3a KpaTko

Nyronos pa3Tesop NOKpUIATE HaMb/IHO N ocTa- 1 MuH.

BETE Oa NnpoTeye peakuunsa

N3MWUIATE BHUMATENHO 5 cek.

[ectunupaHa Boaa




Ob6e3uBeTsBaLl, pa3TBop Mo 3aBbpTETE BHMMATENHO npe- 10 - 15
Gram AMETHUTE CTbKNa, AoKaTo cek.
cnpaT aa ce obpasysaT 06-
naveta 6arpuio 1 HaTpuB-
KaTa npuaobue cMBO-CUH

BG

KnnHuyHu paboTHM XapaKTepUCTUKn

CacbpaHuH pastBop No Gram e M3Mon3BaH yCreLwHo B KJIMHWYHA cpeja B
NpoAb/KEHNE Ha AECETUNETUS NPU FONsSM 6POI NPUNOXKEHUS.

KAMHUYHUTE XapaKTepuUCTUKK Ha cadpaHuH pasTeop no Gram no-crneuuan-
HO ca onpefesneHn Ypes ycTaHoBsIBaHe Ha YyBCTBUTETHOCTTa U cneunduy-

BETE Oa npoTeye peakuunsa

N3MUIATE BHUMATENHO 5 cek.

[ectunupaHa Boaa

M3cyweTe Ha Bb3Ayx (Hanp. 3a AeHoHowwme nam npu 50 °C B wkada 3a
M3cylaBaHe)

3a cbXxpaHeHune Ha 6aKkTepuonornyHu Npobun 3a HAKOIKO Mecela ce npe-
nopbyYBa NMoKpMBaHe C HEBOAHA CpeAa 3a NoCTaBsiHE BbPXY MPeAMETHOTO
cTbkno (Hanp. Neo-Mount™ unu Entellan™) n ¢ nokpuBHO CTbk10. 3a Tasu
uen oueTeHuTe Npobu TpsibBa Aa ce nscywaT MHoro aobpe.

MpenopbyBa ce M3non3BaHe Ha UMEPCUOHHO MACc/0 3a aHasn3 Ha OLBETEHU
NpeAMeTHU CTbK/a C MUKPOCKONMCKO yBennyeHve >40x.

OuBeTsiBaHe B aBTOMaTU4YHUA ypepn 3a oLBeTsiBaHe

OuBeTsiBaHETO B aBTOMaTU3NPaHU CUCTEMU 3a OUBETABaAHE MOXeE Oda Ce U3-
BbpLN B CbOTBETCTBME C NMPOTOKOJIa 3a OUBETHABAHE B KJ/IeTKaTa 3a OUBETA-
BaHe.

Pesynrar
Gram-nonoXuUTenHu MUKPOOpPraHn3mMu
Gl‘am-OTpVILl,aTeﬂHVI MUKPOOPraHn3amMu

CMHbO-BMONETOBO
pPO30BO A0 4YepBEHO

OTcTpaHsiBaHe Ha npob6nemu
duKcupaHe Ha HaTPUBKUTE OT Npobu

JocTaTbyHOTO PMKCMPaHe Ypes3 3arpsiBaHe C NoOMoLTa Ha ropenka Bunsen
1nun B 3arpsasaly Wkad e oT OCHOBHO 3HaYeHne 3a npefoTBpaTsBaHe Ha
MHdEKLMO3HMA NoTeHUman Ha Nnpobute 1 nocneasalata nponndepaumsa Ha
bakTepuunTe.

Jiunca Ha ouBeTsiBaHe Ha Gram-noJiIoXkuTenHuTe 6akTtepun

KpUTUYHUST eTan Ha npoueaypaTa 3a ouBeTsiBaHe no Gram e cTbnkaTa 3a
o6e3uBeTaBaHe, KOSTO MOXe Aa ce NnoBnusie oT AebenvMHaTta Ha HaTpuBKaTa.
B fonb/iHEHWE, NMPECHMAT pa3TBOp 3a 06e3UBETABAHE € BUCOKO PEAKTUBEH,
nopaau Koeto pe3ynTaTbT TpsibBa Aa ce oueHsiBa BHUMaTeNHo. Mo Bpeme
Ha cTbnkaTa 3a obe3uBeTsiBaHe NOTpebuTensaT TpsibBa Aa ce NpuabpXa KbM
TOYHWTE BPEMEHA 3a MHKy6aumMs, ON1caHu B NPOTOKONA, Tbil KaTo B NpOTH-
BEH C/lyyait MoraT fa ce nony4aT dhanwmneo oTpuLaTeIH pe3ynTaTu.

TexHunueckmn 3abenexkm

M3non3BaHmaT MUKpocKon TpsbBa fa OTroBaps Ha U3MCKBaHUATa Ha Meau-
LMHCKa AMarHoCcTMYHa nabopatopusi.

KoraTo ce “3nonssaT aBTOMaTW4YHM CUCTEMU 3@ OLLBETABaHE, MOJIs, CliefiBaii-
Te UHCTpyKLUuUTe 3a ynotpeba, NpeaocTaBeHn OT A0CTaBYMKa Ha cucTemaTa
n codryepa.

Mpeaun HanbfiBaHe OTCTpaHETE M3MIULLIHOTO MMEPCUOHHO Macso.

AHanNUTUYHU paboOTHU XapaKTEPUCTUKH

,CadpaHuH pa3tBop no Gram" ouBeTsBa U MO TO3U HaYMH BU3yanusupa
610N0rMYHN CTPYKTYpPU, KaKTo e onucaHo B rnaeata ,Pe3syntat" Ha HacTo-
AWNTE MHCTPYKLUMK 3a ynoTpeba. MpoaykTbT TpsibBa Aa ce M3nonssa camo
OT YNMbJIHOMOLLEHW U KBanndUUMpaHu N1ua, ToBa BKIOYBA, OCBEH ApYyruTe
Hella, NoAroToBKa Ha NpobuTe n peareHTUTe, 6opaBeHe c NpobuTe, pelle-
HWS MO OTHOLUEHME Ha NOAXOAALMTE KOHTPOIN U APYTW.

AHaNUTUYHUTE XapaKTepPUCTUKM Ha NPOAYKTa ca NOTBbPAEHN Ype3 TecTBaHe
Ha BCSiKa NPOW3BOACTBEHA NapTuAaa. YCMNELWHOoTO PpeAOBHO yyYacTue B Mexay-
HapoAHW MexaynabopaTopHM TeCTOBE OCUrypsiBa AOMbHUTENHO U He3aBu-
CMMO MOTBbPXAEHNE Ha aHANUTUYHUTE CNeLMdUYHOCT 1 MOBTOPSAEMOCT.
AHaNUTUYHUTE XapaKTePUCTMKKN ca NOTBBbPAEHWN 3a ClleAHUTE OLBETABaHUA
Mo OTHOLUEHWE Ha CneLndUYHOCT, HyBCTBUTEIHOCT U NOBTOPSEMOCT Ha
npoaykTa Ha HMBO 100 %:

Cneum- YyBscTBUK- Cneuymn- YyBCTBU-
bnyHocT TenHocT duyHocT TeNHOCT B
Mexay mMexay B paMKuTe | pamkuTe
TecToBeTe | TecToBeTe Ha TecTa Ha TecTa

OuBeTsaBaHe no

Gram

Gram-nonoxwm- 20/20 20/20 7/7 7/7

TeSIHWM MUKpoopra-

HU3MU

Gram-oTtpuuaTten- | 20/20 20/20 7/7 7/7

HW MUKpoopra-

HU3MHK

AHanUTUYHM paboTHW pe3ynTaTu

[laHHWTe B paMKuTe Ha TecTa (M3BbpPLUEHWN BbPXY €[lHa M Cblua napTuaa) u
Mexzay TecToBeTe (M3BbPLUEHU BbPXY pasfvyHM NapTMamn) nocoysat 6pos
NpaBUJTHO OLBETEHU CTPYKTYPW CMpPsiMO 6posi Ha M3BbPLUEHUTE TECTOBE.

uBAT HOCTTa My B COGCTBEHO MpOyYBaHe:
[ectunvpaHa Boaa U3MUIATE BHUMATENHO 5 cek. Gram-nosioXXMTesIHM MMKPOOpraHu3Mu
CadpaHuH pa3teop no Gram | NoKpuiiTe Hamb/AHO U ocTa- 1 mMuH. OugeTtsBaHe no Gram

YyBCTBUTENHOCT 14/15
CneundwnyHocT 15/15

YyscTBuTEnHoct: 14 ot 15 npobu: 93,3 %
CneundwnyHoct: 15 ot 15 npobu: 100 %

Gram-oTpMuaTesIHu MUKPOOpraHM3Mm

OupeTtsaBaHe no Gram

YyBCTBUTENHOCT 15/15
CneundwnyHocT 15/15

YyscTBUTENHOCT: 15 0T 15 npobu: 100 %
CneundwnyHoct: 15 ot 15 npobu: 100 %

Pe3ynTaTuTe Ha Tasu oueHKa Ha paboTHUTE XapaKTEPUCTMKN NOTBbPXAABaT
ye NpoAyKTHT € MoAXOAAL, 3a NpeAHa3HaYeHNETo U PYHKUMOHMPA HaAeXa-
HO.

Bbnpeku ToBa AMarHOCTUYHATA MHTEPNpPETaUns Ha pe3yaTaTuTe oT OLBETS-

BaHeTo TpA6Ba [a ce M3BbpLIBA OT KBANMUMPULMPAHM U YTIHOMOLLEHW Cre-

LManuncTu, KaTo ce B3emMaT NpeaBuA aHamHesaTa Ha nauueHTta, Mmopdonorus-
Ta, U3MOM3BAHETO Ha MOAXOASLLM KOHTPOIN U AOMbIHUTENHN ANArHOCTUYHM
TEecToBe, ako e noAaxoasaio. To3m MeTos MoXe Ja Ce U3MoNA3Ba AOMbIHUTEN-
HO B AMarHocTukaTta npu xopa.

AnarHocruka

[narHosute cneasa Aa ce nocTtaBAaT caMo OT YMbJIHOMOLLEH W KBanuduum-
paH nepcoHarn.

Tpsabea fa ce U3Non3Ba BanuaHa HOMeHKIaTypa.

To3n MeToA MOXe Aa ce U3Non3Ba AOMb/IHUTENIHO B AMArHOCTUKaTa npwu
xopa.

Tpsabea na ce nogbepat v U3BbLPLUAT AOMBIHUTENHN U3CNEABaHNS B CbOT-
BETCTBME C NPU3HaTV METOAM.

Mpwu BCAKO NpuioxeHue Tpsbsa Aa ce M3MNon3BaT NoAXOASLLM KOHTPOK, 3a
Aa ce nsberHe HenpasuieH pesynTar.

KWTbT 3a ouBeTsBaHe MOXe fa ce KOHTponupa ¢ Gram-nofioxuTenHn 6akre-
pun 1 Gram-oTpuuatenHu 6aktepum.

TpsibBa Aa ce usnonssat 6akTepuun, B3eTU OT KyNTypHa cpeaa cnea 18 - 24
yaca uHkybaums.

CbxpaHeHue

CobxpaHsiBainTe CadpaHuH pa3tBop no Gram - 3a ouseTsiBaHe no Gram npu
+15°C go +25°C.

Mpun TemnepaTtypu noa 15 °C oT pa3TBOpUTE 3a OLBETABaHE MOXe Aa ce
oTAenu ouBeTeHa yTalka. AKO ce e Nony4yuno yrasBaHe, nocraBeTe 6yTun-
KaTa 3a 2 - 3 yaca BbB BogHa 6aHs, HacTpoeHa Ha npmbn. 60 °C. ToBa we
pa3TBOpPM OTHOBO MO-ronsiMaTa 4acT oT yTavkaTa. Cnea ToBa dunTpuparite
pasTBoOpWTE 3a OUBETsIBaHe npe3 huaTbpHa xapTus.

Cpok Ha rogHoCT

Pa3TtBop no CacdpaHuH pasTBop no Gram - 3a oueTsiBaHe no Gram Moxe Aa
ce 13non3ea A0 NocoyeHaTa AaTa Ha CPOK Ha roAHOCT.

Cnepn nbpBOTO OTBapsiHe Ha byTuikaTa CbAbpXXaHWETO MOXe Aa Ce U3Mos3Ba
[0 noco4vyeHaTa AaTa Ha CPOK Ha roAHOCT, KoraTo ce cbxpaHsasa npu +15°C
no +25°C.

ByTtunkute TpﬂﬁBa BMHarun ga ce CbXpaHaBaT NJbTHO 3aTBOPEHMU.

Kanauwurer
npubn. 250 ouseTtaBaHus / 500 ml

AOoNb/IHUTENTHU UHCTPYKLIUKN

Camo 3a npodecuoHasiHa ynotpeba

3a aa ce u3berHaTt rpeLkun NpunoXeHMeTo TpsbBa Aa ce M3BbpLUBa CaMOOT
KBanuduumpaH nepcoHarn.

Tpabea Aa ce cneaBaT HaUMOHANHWUTE yKa3laHusa 3a ocurypsieaHe Ha 6e30-

NacHOCT M KayecTBo npu paboTa.

Tpsi6Ba Aa ce U3MNon3BaT MUKPOCKOMU CbC CTaHAAPTHO obopyaBaHe.

AKO e Heo6Xx0AMMO, U3MNoN3BaiTe CTaHAapTHa LeHTpodyra, noaxoasiia 3a
MeAWUMHCKa AMarHoCTUYHa nabopatopums.

3awmTta ot nHdexkumnsa

TpsibBa Aa ce B3eMaT eeKTUBHM MEPKM 3@ 3aluMTa Cpelly MHdeKuus B
CbOTBETCTBME C /TA6OPATOPHUTE yKa3aHUs.



UHCTPYKUUM 3a U3XBbPISHE

OnakoBkaTa TpsibBa fia ce U3XBbpJ/iM B CbOTBETCTBME C aKTyaslHUTE yKasa-
HWS 3@ U3XBbPJISHE.

/13non3BaHUTe pasTBOPU M Pa3TBOPUTE C U3TEKBL/ CPOK HA FOAHOCT Tpsi6Ba
[la ce U3XBbPJIAT KaTo CrieumaneH oTnagbk B CbOTBETCTBUE C MECTHUTE yKa-
3aHus. MHdopMaums 3a U3XBLP/ISHETO MOXE Aa Ce NOy4Yn OT 6bp3us NUHK
,CbBETU 3@ UBXBBLPIISIHE HAa NMPOAYKTW 3@ MUKPOCKONUs" OT
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XpoHosiorusi Ha pegakuuure

Bepcus
2024-Jul-23

KomeHTap 3a moandukaumata

MbpBOHaYanHa BEPCUSI C BbBEXAAHETO Ha XPOHOJIOrUS
Ha peJakumuTe

www.microscopy-products.com. B pamkute Ha EC e B cnna npunoxumuaT
noHacrosiwem PEMTAMEHT (EK) N2 1272/2008 3a knacudukauusi, o6o-
3Ha4yaBaHe M ONMakoBaHe Ha BellecTBa M CMecu, Nonpasslly U 3aMecTBaly
Oupektueu 67/548/ENO n 1999/45/EK, v nonpassw, PernameHTt (EK) N2
1907/2006.

CnoMmarartesiH1 peareHTu

KaTt. N 1.00567 Jlyronos pa3TBop cTtabunusvpaH c PVP 11, 2,51
3a ouBeTsaBaHe no pam
Kat. N 1.04699 VIMepCcMOHHO Macno 100-ml 6yTunka
3@ MUKPOCKOMUS 3a HakanBeaHe,
100 ml, 500 ml
KaTt. N¢ 1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,
6bp3 cpena 3a 3anvBka 11
3a MUKpPOCKOMUS
Kat. N® 1.09016 Neo-Mount™ 100-ml 6yTunka
6e3BofHa cpeaa 3a HakanBeaHe,
3a MMKPOCKOMNUS 500 ml
Kat. N 1.09218 KpucraneH Buonetos pastsop no Gram 500 ml, 2,5 |
3a oueTsABaHe no Gram
Kat. N 1.09261 Jlyronos pa3TtBop (pa3peaeH pas3TBop 11,251
Ha Moa-Kanues roaua)
3a ouBeTsaBaHe no pam
Kat. N 1.10218 O6e3uBeTsiBal, pa3tsop no Gram 500 ml, 2,5 |

3a ouBeTsBaHe no Gram

KaTt. N 1.11885 Gram-Color 1 set
Habop 3a ouBeTsiBaHe No Gram

Knacudukaumsa Ha puckoBeTte
KaT. N 1.09217

Mons, cnasBaliTe knacudukaumsTa Ha PUCKOBETE, OTMeYaTaHa Ha eTUKeTa,
1 MHbopMauusTa, AageHa B INCTa C AaHHKM 3a 6e30nacHoCT.

JIMCTBT € AaHHM 3a 6e30MacHOCT MOXe Aa ce Hamepu B yebcaiita v npwm
NMouCKBaHe.

OCHOBHM KOMIMOHEHTU Ha NpoAyKTa
KaTt. N2 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l
11 = 0,98 kg

O6wa 3abenexxkka

AKO MO BpeMe Ha U3MoNi3BaHeTo Ha ToBa U3Aenune Unv B pesynTaT Ha
ynoTpe6aTta My Bb3HWKHE CEpPMO3eH WHLMAEHT, MONsl, CbobLLeTe 3a Hero Ha

npounssoaunTens W/Vnu Ha Herosus YNb/HOMOLWEH NpeacTaBUTEN U Ha Bawwusa

HaUuMOHaneH opraH.

JintepaTtypa

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: 3ananvumMmn TEYHOCT U Napu.

P210: [a ce nasu OT TOMJIMHA, HAaropeLleH NOBbPXHOCTU, UCKPU, OTKPUT
naambK U APYrn U3TOYHMLM Ha 3anasnBaHe. TIOTIOHOMNYLEHEeTO 3abpaHeHo.

P233: CbabT Aa ce cbxpaHsABa NibTHO 3aTBOPEH.

P240: 3a3emsaBaHe 1 ekBUMoOTEHUMANHa Bpb3Ka Ha CbAa U NpMeMaTesIHoTO
YCTPOWMCTBO.

P241: M3non3saliTe enekTpnyecko/ BEHTUNAUMOHHO/ oCBeTUTeNHO obopya-
BaHe, obe3onaceHo cpelly ekcniosus.

P242: V3non3BaliTe MHCTPYMEHTU, KOUTO HE NpeAn3BMKBAT UCKPU.

P243: MpeanpuemeTte AeNcTBMA 3a NpeAoTBpaTsaBaHe Ha 0cBO6OXXAaBaHETO
Ha CTaTM4YHO eNIeKTPUYecTBO.

Jinde CuneHue noapasaenernme Ha Merck pyHkumoHupa kato MilliporeSigma s CALL u KaHapa.

© 2024 Merck KGaA, AapmMwart, FepMaHus n/unm Texuute dunuanu. Bcuuku npasa 3anaseHn. Merck n
Sigma-Aldrich ca Tbproscku mapku Ha Merck KGaA, Aapmuiat, FlepMaHus. Bcuuku apyrn TbproBCku Mapku
ca npuTexaHune Ha CbOTBETHUTE UM COBCTBEHUUM. MoAPO6Ha MHGOPMaLIMs 3a TbProBCKUTE Mapku MOXe Aa
ce Hamepy B Ny6ANYHO AOCTBMHUTE U3TOYHNLN.

REF LOT

KaTanoxeH Homep Koa Ha

naprtvaa

faal

Mpoussoauten

Hanpasete cnpas-
Ka B MHCTpyKUMUTE
3a ynotpeba

BHuMaHue, HanpaBeTe Cpok Ha OrpaHuye-
cnpaeka B nNpuapyxasa- rofHoCT Hue 3a TeM-
nTE AOKYMEHTHN rrrr-mm-aa nepatypa

Status: 2024-Jul-23

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
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Sigma-Aldrich.
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Mikroszkopia

REF

Gram-féle szafranin oldat
Gram festéshez

Csak professzionalis hasznalatra

In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkéz

IVD

€

Rendeltetés

Ez a “Gram-féle szafranin oldat - Gram festéshez” embergydgyaszati sejt-
diagndzisra hasznalatos és célja human eredetli mintaanyag bakterioldgiai
vizsgalata. Hasznalatra kész szinezd oldat, amely terméksorunk mas in
vitro diagnosztikai termékeivel egyltt hasznalva diagnosztikai célokra érté-
kelhetOvé teszi a bakteridlis célstrukturdkat (Gram-pozitiv vagy Gram-ne-
gativ baktériumok) bakterioldgiai mintaanyagok (pl.testnedvek kenetei)
rogzitése, szinezése, kontrasztszinezése, felrakasa révén.

A Gram-oldatok moédositottak és olyan médon vannak kialakitva, hogy a
szinezés végrehajthatod sejtek szinezésével szinez6 allvanyon és automati-
kus szinez6 rendszerekben is.

Nem szinezett struktirdk viszonylag alacsony kontrasztlak és fénymik-
roszkdpban rendkivil nehezen megkilonboztethetéek. Ilyen esetekben a
szinezd oldatokkal Iétrehozott képek segitik az engedélyezett és képzett
vizsgalot az alak és a struktirak jobb meghatarozaséban. Tovabbi vizsgala-
tokat kell végezni elismert, érvényes modszerek szerint, definitiv diagnozis
feldllitasa céljabol.

Elv

A bakteriolégiaban a Gram-szinezés lehet6vé teszi a Gram-pozitiv és
Gram-negativ baktériumok gyors megkilonboztetését.

A baktériumfal murein szerkezete a szinaffinitas alapja.

Az els6 |épésben a baktérium szinezése a kristalyibolya anilinfestékkel
torténik. Jodoldattal (Lugol-féle oldat) vald kezelés utan festék-jéd komplex
képzddik. A szintelenitési Iépésben ez a komplex a Gram-pozitiv baktérium
sejtfal tobbrétegli murein szerkezetében marad - ezek kékibolya szinben
jelennek meg.

Ezzel szemben a Gram-negativ baktériumok sejtfala egyréteg(i murein
strukturabdl all, és ennek megfeleléen a szintelenit6 oldattal kioldodik a
szinez6 festék. A Gram-negativ baktériumokat kontrasztszinezik szafranin
oldattal és ezutan rdzsaszin és piros koz6tti szinben fognak megjelenni.

Mintaanyag

Leveg0n szaritott és hével rogzitett bakterioldgiai anyag (pl. képet, finom
tlivel leszivott biopszidk (FNAB), 6blitések, lenyomatok, effizidk, genny,
valadékok, (folyékony és szilard kultirak) kenetei

Reagensek
Kat. sz. 1.09217

Gram-féle szafranin oldat 500 ml, 2,51

Gram festéshez

Szintén sziikséges:

Kat. sz. 1.00567 Lugol-oldat PVP-vel stabilizalva, 11,251
Gram-festéshez

vagy

Kat. sz. 1.09261 Lugol-oldat (hig jod/kalium-jodid oldat) 11,251
Gram festéshez

Kat. sz. 1.09218 Gram-féle kristalyibolya oldat 500 ml, 2,51
Gram festéshez

Kat. sz. 1.10218 Gram-féle szintelenit6 oldat 500 ml, 2,51

Gram festéshez

Alternativ moédon:

Egyes reagensek kombinacidja helyett az 1.11885.0001 sz. szinezé készlet
hasznalhato:

Kat. sz. 1.11885.0001
Gram-Color 1 set
Fest6készlet Gram festéshez

HU

www.sigmaaldrich.com

Minta-el6készités
A mintavételt kiképzett személyzetnek kell végrehajtani.

Hékezelt hurok hasznalatéval alkalmazza a mintaanyagot tiszta és zsir-
mentes targylemezre. Ezutan kenje az anyagot kozvetlentl a targylemezre
vagy elészor keverjen hozza 1 - 2 csepp fizioldgiai séoldatot (Ringer-oldat).
Széritsa levegdn, majd rogzitse hével oly mdédon, hogy haromszor lassan
athuzza a targylemezt (kenetes oldalaval felfelé) a Bunsen-ég6 langjanak
felsé részén. Ezt kovetben hagyja leh(lni, majd szinezze.

A levegdn szaritott kenetek hérogzitését nagyon gondosan kell végezni. Ez
megakadalyozza a fert6zés kockazatat és csokkenti a mintaanyag leoldoda-
sat, és ily modon az oldatok és mas targylemezek szennyezddését.

Minden mintat a legkorszer(ibb technoldgiaval kell kezelni.

Minden mintat vildgosan fel kell cimkézni.

Megfelel6 miiszereket kell hasznalni mintavételhez és el6készitéshez. Ko-
vesse a gyarto utasitdsait az alkalmazasra / hasznalatra vonatkozéan.

A medfelel6 kisegité reagensek haszndlatakor be kell tartani a megfeleld
utasitasokat.

Reagens-elokészités

A szinezésre hasznalt Gram-féle szafranin oldat - Gram festéshez haszna-
latra kész, az oldat higitdsa nem sziikséges és csak a szinezési eredmény
és a stabilitds romlasat eredményezi.

Eljaras
Szinezés a szinezd cellaban

Javasolt a Gram-féle szafranin oldat 1:3 aranyban torténd higitdsa desztil-
lalt vizzel, ha a bemeritéses mddszer van hasznalatban.

A targylemezeket bele kell meriteni az oldatokba és révid ideig ott mozgatni,
az egyszerl bemerités 6nmagaban nem megfelel§ szinezési eredményeket ad.
Az individualis szinezd Iépések utan hagyni kell a targylemezeket jol lecse-
pegni, az oldatok sziikségtelen keresztszennyez6désének elkerlilése végett.
A megadott idGket be kell tartani az optimalis szinezési eredmény garanta-
lasa céljabol.

Targylemez rogzitett kenettel

Gram-féle kristalyibolya oldat 1:30 perc
Folyé csapvizben 30 sec
Lugol-oldat* 3 perc
Foly6 csapvizben 20 sec
Gram-féle szintelenitd oldat** 5-10 sec
Folyé csapvizben 30 sec
Gram-féle szafranin oldat 1 perc
Folyd csapvizben 1 perc

Levegln szaritas (pl.egy éjszakan at vagy 50°C-on szaritdészekrényben)

* 3 menet utan sz(irje le a Lugol-féle oldatot
** dobja ki a Gram-féle szintelenit6 oldatot 5 menet utan

Szinezés a szinezé allvanyo

Targylemez rogzitett kenettel

Gram-féle kristalyibolya fedje le teljesen és hagyja 1 perc
oldat reagalni
Lugol-oldat réviden oblitse
Lugol-oldat fedje le teljesen és hagyja 1 perc
reagalni
Desztillalt viz mossa gondosan 5 sec
Gram-féle szintelenitd oldat | dvatosan mozgassa a 10 - 15 sec
targyelemezeket, amig nem
keletkezik tovabbi szinezék-
felh§, és a kenet szlrkéskék
szin(i nem lesz
Desztillalt viz mossa gondosan 5 sec
Gram-féle szafranin oldat fedje le teljesen és hagyja 1 perc
reagalni
Desztillalt viz mossa gondosan 5 sec

Levegln szaritds (pl.egy éjszakan at vagy 50°C-on szaritdszekrényben)

Bakteriologiai mintak tobb honapos téroldsa esetén ajanlott a lefedés nem
vizalapu felraké kézeggel (pl.Neo-Mount™ vagy Entellan™) és fedd tveglap-
pal. Ennek céljabdl a szinezett mintakat nagyon jol meg kell szaritani.
Immerzids olaj hasznalata javasolt a szinezett targylemezek elemzésére
>40x mikroszkopos nagyitas mellett.



Szinezés az automatikus szinezében

Szinezés automatikus szinez6 rendszerekben végrehajthatd a szinezé cella-
ban vald szinezés protokollja szerint.

Eredmény
Gram-pozitiv mikroorganizmusok
Gram-negativ mikroorganizmusok

kékibolya
rézsaszintdl pirosig

Hibaelharitas
Kenetmintak régzitése

Megfelel6 mérték( hérogzités (Bunsen-égdé hasznalataval vagy flitészek-
rényben) sziikséges a mintak fertéz6 potencialjanak és baktériumok szapo-
roddsdnak megel6zéséhez.

Gram-pozitiv baktériumok nincsenek szinezve

A Gram-szinezési eljaras kritikus szakasza a szintelenitési 1épés, amit befo-
lydsolhat a kenet vastagsaga. Raadasul a friss szintelenité oldat rendkivl
reakcidképes, ezért az eredményt gondosan kell értékelni. A szintelenitési
Iépés alatt a felhasznalok be kell tartsdk a protokollban leirt pontos inkuba-
cids id6ket, egyébként hamis negativ eredményeket kaphatnak.

Miiszaki megjegyzések

A hasznalt mikroszkép meg kell feleljen az orvosi diagnosztikai laboratérium
kovetelményeinek.

Kérjuk, automatikus szinezési rendszerek hasznalata esetén kovesse a
rendszer és a szoftver gyartdjanak utasitasait.

Feltoltés el6tt tavolitsa el a tobblet immerzids olajat.

Analitikai teljesitményjellemzok

A “Gram-féle szafranin oldat” szinezi és ezaltal lathatova teszi a bioldgiai
struktlrakat, amint ismertetjik ezen Hasznalati utasitas “Eredmény” c.
fejezetében. Csak engedélyezett és kiképzett személyek hajthatjak végre
a termék hasznalatat, tobbek kozott a minta- és reagens-el6készitését, a
mintafeldolgozast, és hozhatnak a megfelel6 kontrollokra vonatkozé donté-
seket és még sok mast.

A termék analitikai teljesitményét meg kell erésiteni minden termékfirdé
ellendrzésével. A rendszeres, sikeres részvétel nemzetkozi laboratériumok
kozotti tesztekben az analitikai specificitds és reprodukalhatdsag tovabbi és
figgetlen megerdsitését adja.

Az aldbbi szinezékekre 100%-0s aranyban megergsitést nyert a termék
anaitikai teljesitménye a specificitas, érzékenység és reprodukalhatdsag
vonatkozéasaban:

Inter-assay | Inter-assay | Intra-assay | Intra-assay
specificitds | érzékeny- | specificitds | érzékeny-
ség ség
Gram-féle szinezés
Gram-pozitiv 20/20 20/20 7/7 7/7
mikroorganizmusok
Gram-negativ 20/20 20/20 7/7 7/7
mikroorganizmusok

Analitikai teljesitmény eredmények

Intra- (ugyanabban az adagban végrehajtva) és inter-assay (kulonb6z6
adagokban végrehajtva) adatok megadjak a helyesen szinezett struktirak
szamat a végrehajtott vizsgalatok szamanak aranyaban.

Klinikai teljesitményjellemz6k

A Gram-féle szafranin oldat évtizedek dta sikeresen hasznaljak klinikai
kornyezetben nagyszamu alkalmazasban.

Kilénosképpen a Gram-féle szafranin oldat vonatkozdan egy hazon bellili
vizsgalatban megallapitottak az érzékenységet és a specificitast a klinikai
teljesitmény meghatarozasahoz:

Gram-pozitiv mikroorganizmusok

Gram-féle szinezés

Erzékenység 14/15

Specificitas 15/15

Erzékenység: 14 minta 15 koéziil: 93,3 %
Specificitds: 15 minta 15 kozil: 100 %

Gram-negativ mikroorganizmusok

Gram-féle szinezés

Erzékenység 15/15

Specificitas 15/15

Erzékenység: 15 minta 15 koziil: 100 %
Specificitéds: 15 minta 15 kozil: 100 %

Ezen teljesitményértékelés megerdsiti, hogy a termék alkalmas a rendelte-
tés szerinti haszndlatra és megbizhatdan teljesit.

A szinezési eredmények diagnosztikai értelmezését azonban képzett és
jovahagyott szakemberek kell végezzék, figyelembe véve a beteg anamné-
zisét, a morfologidt, a megfeleld kontrollok hasznalatat, valamint a tovabbi
diagnosztikai teszteket, ha vannak ilyenek. Ez a mddszer kiegészitésként
hasznalhaté a human diagnosztikaban.

HU

Diagnosztika

Diagndzist csak engedélyezett és kiképzett személyzet készithet.
Ervényes nomenklaturakat kell hasznalni.

Ez a mddszer kiegészitésként haszndlhaté a human diagnosztikaban.
Tovabbi vizsgalatokat kell kivalasztani és bevezetni elismert mdédszerek
szerint.

Megfeleld kontrollokat kell végezni minden alkalmazasnal, a helytelen ered-
mény elkeriilése végett.

A szinez6 készlet kontrollalhaté Gram-pozitiv baktériumokkal és Gram-ne-
gativ baktériumokkal.

A kultUrakozegb6l 18 - 24 6ra inkubacié utan kivett baktériumok haszna-
landok.

Tarolas
Tarolja a Gram-féle szafranin oldat - Gram festéshez +15 °C - +25 °C-on.

15 °C alatti hémérséklet(i oldatok esetén a szinezett precipitatum kivalhat a
szinez6 oldatokbdl. Ha precipitacid tortént, helyezze a palackot 2 - 3 6rara
kb. 60 °C hémérsékletl vizflirdGbe. Ez fel fogja oldani a precipitatum nagy
részét. Ezt kdvetden szlirje at a szinezd oldatot papirsz(irén.

Elettartam

A Gram-féle szafranin oldat - Gram festéshez hasznalhatd a megadott
lejarati ideig.

A palack elsé felnyitdsa utan a tartalom hasznalhaté a megadott lejarati
ideig, ha a tarolds +15 °C - +25 °C h6mérsékleten tortént.

A palackokat mindig szorosan lezarva kell tartani.

Kapacitas
kb. 250 szinezés / 500 ml

Tovabbi utasitasok

Csak professzionalis hasznalatra.

Hibdk elkerlilése végett az alkalmazast csak kiképzett személyzet hajthatja
végre.

A munka biztonsagara és a minéségbiztositasra vonatkozé orszdgos Utmu-
tatékat be kell tartani.

A szabvanynak medfeleléen felszerelt mikroszkdpokat kotelez6 hasznalni.
Ha sziikséges, hasznaljon orvosi diagnosztikai laboratériumban alkalmazha-
to, szokasos centrifugat.

Fert6zés elleni védelem

Hatékony intézkedéseket kell tenni a fert6zés elleni védelemre, a laboratori-
umi Utmutatdkkal 6sszhangban.

Megsemmisitési utasitasok

megsemmisiteni.

A hasznalt oldatokat, illetve a lejart szavatossagi idejl oldatokat specidlis
hulladékként kell megsemmisiteni, a helyi Gtmutatasokkal 6sszhangban.
Megsemmisitésre vonatkozé informacié kaphaté a
www.microscopy-products.com oldalrél, a “Hints for Disposal of Microscopy
Products” (Otletek mikroszkdpiai termékek megsemmisitésére) gyors hivat-
kozas alatt. Az EU jelenleg érvényes, anyagok és keverékek osztalyozasara,
cimkézésére és csomagolasara vonatkozo, 1272/2008. sz RENDELETE (EC)
van érvényben, amely javitja és hatalyon kivll helyezi a 67/548/EEC és
1999/45/EC direktivakat, és javitja az (EC) 1907/2006. sz rendeletet.

Kisegit6 reagensek

Kat. sz. 1.00567 Lugol-oldat PVP-vel stabilizalva, 11,2,51
Gram-festéshez

Kat. sz. 1.04699 Immerzids olaj 100 ml-es
mikroszkdpiai célra csepegtetd
palackban,

100 ml, 500 ml

Kat. sz. 1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,

gyorsfed6anyag a mikroszképidhoz 11

Kat. sz. 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml-es
vizmentes fedéanyag csepegtetd
mikroszkdpiai célra palackban,

500 ml
Kat. sz. 1.09218 Gram-féle kristalyibolya oldat 500 ml, 2,51

Gram festéshez

Kat. sz. 1.09261 Lugol-oldat (hig jéd/kalium-jodid oldat) 11, 2,51
Gram festéshez

Kat. sz. 1.10218 Gram-féle szintelenit6 oldat
Gram festéshez

Kat. sz. 1.11885 Gram-Color 1 set
Festékészlet Gram festéshez

500 ml, 2,51

Veszélymindsités
Kat. sz. 1.09217

Kérjuk, vegye figyelembe a cimkére nyomtatott veszélymindsitést és a
biztonsagi adatlapon megadott informaciot.
A biztonsagi adatlap megtaldlhaté a webhelyen, illetve megkaphatd kérésre.

A termék f6 osszetevoi
Kat. sz. 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l
11 = 0,98 kg



Altaldnos megjegyzés

Ha ezen eszkdz hasznalata soran vagy hasznalata eredményeképpen sulyos
incidens tortént, kérjlk, jelentse a gyartonak és/vagy jovahagyott képvise-
letének, illetve az orszadgos hatdsagnak.

Irodalom

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Tlizveszélyes folyadék és gbz.

P210: HGt6I, forro fellletektdl, szikratdl, nyilt 1angtdl és mas gyujtdforrastol
tavol tartandd. Tilos a dohanyzas.

P233: Az edény szorosan lezérva tartandé.

P240: A taroléedényt és a fogaddedényt le kell féldelni és at kell kotni.

P241: Robbanéasbiztos elektromos/ szelléztetd/ vilagitdé berendezés haszna-
landé.

P242: Szikramentes eszkdzok haszndlanddk.

P243: Az elektrosztatikus kislilés megakadalyozasara dvintézkedéseket kell
tenni.

Feliilvizsgalati el6zmények

verzié Moédositassal kapcsolatos megjegyzé

2024-Jul-23 A Felllvizsgalati el6zmények bevezetésével készilt els6é
valtozat

[1i] wl REF| [LoT

Nézze meg a Gyartd Katalégus szam Tételkod
hasznalati utasitast

A s A

Vigyazat, olvassa el a mel- Lejarati id6: HEmérsék-
|ékelt dokumentumokat EEEE-HH-NN lethatar

Status: 2024-Jul-23

A Merck Life Science iizletaga az USA-ban és K daban MilliporeSi néven miikodik.

© 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag és/vagy leanyvallalatai. Minden jog fenntartva. Merck és
Sigma-Aldrich a Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag, védjegyei. Minden mas védjegy megfeleld
tulajdonosa birtokaban van. A védjegyekre vonatkozd informacié rendelkezésre &ll nyilvanosan elérhetd
forrasokbol.
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Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
Tel. +49(0)6151 72-2440

www.sigmaaldrich.com
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Sigma-Aldrich.

1.09217.0500
1.09217.2500 HEF
1.09217.9025

Mikroskopija

Grama safranina skidums
krasosanai péc Grama metodes

Tikai profesionalai lietosanai

|VD in vitro diagnostikas mediciniska ierice c €

Paredzeétais pielietojums

So “Grama safranina skidums - krasoSanai péc Grama metodes” izmanto
cilvéka Stinu diagnostika, lai veiktu cilvéka izcelsmes parauga materiala
bakteriologisko izmekléSanu. Tas ir lietoSanai gatavs krasosanas skidums,
kas kopa ar citiem masu piedavatajiem in vitro diagnostikas izstradajumiem
nodroSina baktériju mérka struktlru izvértéSanu diagnostiskos nollkos
(grampozitiva vai gramnegativa baktérija), veicot fiksaciju, krasosanu,
kontrastkrasosanu, nostiprinasanu bakteriologiska parauga materialam,
pieméram, kermena skidrumu iztriepém.

Grama skidumi ir modificéti un izstradati ta, lai krasosanu varétu veikt kra-
soSanas traukos, uz krasoSanas stativa un ari automatiskajas krasosanas
iericés.

Nekrasotam struktlram ir relativi neliels kontrasts, un tas ir arkartigi grati
atskirt gaismas mikroskopa. Sados gadijumos ar krasosanas skidumiem
iekrasoti preparati palidz pilnvarotam un kvalificEtam specialistam labak
noteikt formu un struktdru. Lai noteiktu galigo diagnozi, javeic papildu
izmekl&jumi, izmantojot atzitas un validétas metodes.

Princips

Bakteriologiskaja izmekléSana krasoSana péc Grama metodes nodrosina
atru grampozitivo un gramnegativo baktériju diferencésanu.

Krasu afinitati nosaka atskiriga peptidoglikanu struktira baktériju siena.
Pirmas darbibas laika baktérijas kraso ar anilina krasu - kristalvioleto. Péc
apstrades ar joda skidumu (Lugola skidums) veidojas krasvielas-joda kom-
plekss. AtkrasoSanas darbibas laika Sis komplekss saglabajas grampozitivo
baktériju Slinas sienas daudzslanainaja peptidoglikanu slanr - tas iekrasojas
zili violeta krasa.

Turpreti gramnegativo baktériju Slnas siena sastav no viena peptidoglikanu
slana un, lidz ar to, krasviela atbrivojas, apstradajot ar atkrasosanas skidu-
mu. Gramnegativo baktériju kontrastkrasosanai izmanto safranina skidumu,
un péc tam tas iekrasojas roza lidz sarkana krasa.

Parauga materials

Bakteriologiska materiala iztriepes, kas nozavétas ar gaisu un fiksétas ar
karstumu, pieméram, krépas, iztriepes no tievas adatas aspiracijas biopsi-
jam (TAAB), noskalojumi, nospiedumi, izsvidumi, strutas, eksudati, skidras
un cietas barotnes.

Reagenti

Kat. nr. 1.09217

Grama safranina skidums 500 ml, 2,51

krasosanai péc Grama metodes

Papildus nepiecieSams:

Kat. nr.  1.00567 Lugola skidums, kas stabilizéts ar PVP, 11,2,51
krasosanai péc Grama metodes

vai

Kat. nr.  1.09261 Lugola skidums (atskaidits joda-kalija 11,251
jodida skidums)
krasosanai péc Grama metodes

Kat. nr.  1.09218 Grama kristalvioleta skidums 500 ml, 2,51
krasosanai péc Grama metodes

Kat. nr.  1.10218 Grama atkrasosanas skidums 500 ml, 2,51

krasosanai péc Grama metodes

Vai ari:
Atsevisku reagentu kombinacijas vieta var izmantot krasosanas komplektu
1.11885.0001:

Kat. nr. 1.11885.0001
Gram-Color 1 set
krasosanas komplekts krasosanai péc Grama metodes
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Parauga sagatavosana
Paraugs japanem kvalificétam personalam.

Izmantojot ridita metala cilpu, uzlieciet parauga materialu uz tira un attau-
kota priekSmetstiklina. Tad vai nu talit izsméréjiet materialu uz priekSmet-
stiklina, vai ari vispirms sajauciet ar 1 - 2 pilieniem fiziologiska skiduma
(Ringera skidums). NoZavéjiet gaisa un péc tam fikséjiet ar karstumu, tris
reizes Iénam parvietojot priekSmetstiklinu (ar iztriepes pusi uz augsu) caur
Bunsena degla liesmas augs&jo dalu. P&c tam laujiet atdzist un krasojiet.
Gaisa nozavétas iztriepes ar karstumu jafiksé |oti rlpigi. Si fiksacija darbo-
jas ka infekciju profilakse un samazina parauga materiala krasas izmainas
un, lidz ar to - Skidumu un citu priekSmetstiklinu piesarnojumu.

Stradajot ar visiem paraugiem, jaizmanto modernakas tehnologijas.

Visi paraugi skaidri jamarkeé.

Paraugu panemsanai un sagatavos$anai jaizmanto pieméroti instrumenti.
levérojiet razotaja noradijumus par pielietojumu/lietosanu.

Ja izmantojat atbilstoSus papildu readentus, jaievéro atbilstosa lietosanas
instrukcija.

Reagentu sagatavosana

Grama safranina skidums - kraso$anai péc Grama metodes, ko izmanto
krasoSanai, ir gatavs lietoSanai, Skiduma atSkaidiSana nav nepiecieSama un
tikai pasliktina krasosana rezultatu un krasojuma stabilitati.

Procedura
Krasosana krasosanas trauka

Ja tiek izmantota imersijas metode, Grama kristalvioleta skidumu ieteicams
atskaidit ar destilétu Gdeni attieciba 1:3.

PriekSmetstiklini jaiemérc un mazliet japakustina skidumos, tikai iemérksana
nenodrosSina atbilstoSus krasoSanas rezultatus.

Pé&c katras krasosanas darbibas priekSmetstikliniem jalauj pilniba notecét, lai
nepielautu nevajadzigu savstarp&ju piesarnojumu ar skidumiem.

Lai nodrosinatu optimalu krasosanas rezultatu, jaievéro noraditie laiki.

PriekSmetstiklins ar fiksétu iztriepi

Grama kristalvioleta skidums 1:30 min.
TekoS$s krana tddens 30 sek.
Lugola skidums* 3 min.
TekoSs krana tdens 20 sek.
Grama atkrasos$anas skidums** 5 - 10 sek.
TekoSs krana tdens 30 sek.
Grama safranina skidums 1 min.
Tekoss krana Gdens 1 min.
Nozavéjiet gaisa (piem., atstajot Zavéties uz nakti, vai Zavéjiet 50°C tem-
peratlira zavésanas skapi)

*  fpéc 3 cikliem filtréjiet Lugola skidumu
** péc 5 cikliem likvidéjiet Grama atkrasosanas skidumu

Krasosana uz krasosanas stativ

PriekSmetstiklins ar fiksétu iztriepi

Grama kristalvioleta ski- pilniba parklajiet un |aujiet 1 min.
dums notikt reakcijai

Lugola skidums Tsi noskalojiet

Lugola skidums pilniba parklajiet un laujiet 1 min.

notikt reakcijai

Destiléts tdens rupigi nomazgajiet 5 sek.

Grama atkrasosanas $ki- uzmanigi rotéjiet priekSmet- | 10 - 15 sek.
dums stiklinus, kamér krasa vairs
nenoskalojas un iztriepe

iekrasojas pelécigi zila krasa

Destiléts Gdens ripigi nomazgajiet 5 sek.

Grama safranina skidums pilniba parklajiet un laujiet 1 min.

notikt reakcijai

Destiléts Gdens ripigi nomazgajiet 5 sek.

NoZavéjiet gaisa (piem., atstajot Zavéties uz nakti, vai zavéjiet 50°C tem-
peratlira zavésanas skapr)

Lai bakteriologiskos paraugus uzglabatu vairakus ménesus, ieteicams tos
parklat ar Gdeni nesaturo$u nostiprindSanas vidi (piem., Neo-Mount™ vai
Entellan™) un segstiklinu. Sim noltkam nokrasotie priekSmetstiklini loti labi
janozave.

Krasoto priekSmetstiklinu analizei ar mikroskopa palielindgjumu > 40 x ietei-
cams izmantot imersijas ellu.



Krasosana automata

Krasosanu automatiskajas krasosanas iericés var veikt atbilstosi krasoSanas
protokolam, kas paredzéts krasosanai krasoSanas traukos.

Rezultats
Grampozitivi mikroorganismi
Gramnegativi mikroorganismi

zili violeti
roza lidz sarkani

Traucéjumu novérsana

Iztriepes paraugu fiksacija

Lai likvidétu paraugu infekciozitati un novérstu turpmaku baktériju vairo-
sanos, loti svarigi ir pietiekami ilgi fiksét paraugu ar karstumu, izmantojot
Bunsena degli vai karstuma skapi.

Grampozitivo baktériju neiekrasosanas

Krasosanas péc Grama metodes kritiskais posms ir atkrasosana, kuru var
ietekmét iztriepes biezums. Turklat svaigs atkrasosanas skidums ir ipasi re-
aktivs, kas nozimé, ka rezultats javérté piesardzigi. Atkrasosanas darbibas
laika lietotajam precizi jaievéro Saja protokold noraditie inkubacijas laiki,
pretéja gadijuma var iegut viltus negativus rezultatus.

Tehniskas piezimes

Izmantotajam mikroskopam jaatbilst mediciniskas diagnostiskas laboratori-
jas prasibam.

Ja izmantojat automatiskas krasoSanas ierices, ievérojiet iekartu un prog-
rammatdru piegadataja lietosanas instrukcijas.

Pirms uzpildisanas notiriet imersijas ellas atliekas.

Analitiskas veiktspéjas raksturojums

“Grama safranina Skidums” nokraso un tad&jadi vizualizé biologiskas
struktdras, ka aprakstits Sis lietosanas instrukcijas nodala ,Rezultats”. So
izstradajumu drikst lietot tikai pilnvarotas un kvalificetas personas; lieto-
Sana ietver (bet ne tikai) paraugu un reagentu sagatavosanu, rikosanos ar
paraugu, lEmumu pienemsanu par piemérotu kontrolu uzmantosanu u.c.
Izstradajuma analitiska veiktspé&ja ir apstiprinata, parbaudot katru izstrada-
juma sériju. Veiksmiga un regulara piedalisanas starptautiskos starplabo-
ratoriju testos nodrosina papildu un neatkarigu analitiska specifiskuma un
atkartojamibas apstiprinajumu.

Turpmak minétajam krasvielam apstiprinatais izstradajuma analitiskas
veiktsp€jas specifiskums, jutiba un atkartojamiba ir 100%:

Specifis- Jutigums Specifis- Jutigums
kums starp | starp anali- | kums viena | viena ana-
analizes zes sérijam | analizes lizes sérija
sérijam sérija

Krasosana péc

Grama metodes

Grampozitivi 20/20 20/20 7/7 7/7

mikroorganismi

Gramnegativi 20/20 20/20 7/7 7/7

mikroorganismi

Analitiskas veiktspé&jas rezultati

Datos, kas iegiti, analizéjot vienu analizes sériju un dazadas analizes séri-
jas, noradits pareizi iekrasoto struktlru skaits attieciba pret veikto analizu
skaitu.

Kliniskas veiktspé&jas raksturojums

Grama safranina skidums ir vairakas desmitgades veiksmigi un |oti biezi
izmantots kliniskaja vidé.

Grama safranina skidums kliniska veiktspéja tika izvértéta, nosakot analizes
jutigumu un specifiskumu uznémuma iek$éja pétijuma:

Grampozitivi mikroorganismi

Krasosana péc Grama metodes

Jutigums 14/15

Specifiskums 15/15

Jutigums: 14 paraugi no 15: 93,3%
Specifiskums: 15 paraugi no 15: 100%

Gramnegativi mikroorganismi

Krasosana péc Grama metodes

Jutigums 15/15

Specifiskums 15/15

Jutigums: 15 paraugi no 15: 100%
Specifiskums: 15 paraugi no 15: 100%

Sie veiktsp&jas novértéjuma rezultati apstiprina, ka izstradajums ir piemé-
rots paredzétajam pielietojumam un ta darbiba ir uzticama.

Kraso$anas rezultatu diagnostiska interpretacija tomér ir javeic kvalificé-
tiem un pilnvarotiem specialistiem, nemot véra pacienta anamnézi, morfo-
logiju, atbilstodu kontroju izmanto$anu un papildu diagnostiskos izmekl&ju-
mus, ja nepiecieSsams. So metodi var izmantot ka papildmetodi diagnozes
noteikSanai cilvékiem.
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Diagnostika

Diagnoze janosaka tikai pilnvarotam un kvalificétam personalam.
Jaizmanto apstiprinata terminologija.

So metodi var izmantot ka papildmetodi diagnozes noteikSanai cilvékiem.
Jaizvélas un javeic papildu izmekl€jumi, izmantojot atzitas metodes.

Katra lietoSanas reizé jaizmanto piemérotas kontroles, lai izvairitos no ne-
pareiza rezultata iegisanas.

Ka krasosanas komplekta kontroles var izmantot grampozitivas un gramne-
gativas baktérijas.

Jaizmanto baktérijas, kas iegitas no barotnes péc 18 - 24 stundu inkubaci-
jas perioda.

Uzglabasana

Grama safranina Skidums - krasoSanai péc Grama metodes uzglabajiet no
+15°C lidz +25°C temperatura.

Temperatlira, kas zemaka par 15°C, krasoSanas skidumos var izgulsnéties
krasu precipitati. Ja vérojama precipitacija, uz 2 - 3 stundam ievietojiet

precipitatu. P&c tam filtr&jiet krasosanas skidumus caur papira filtru.

Deriguma termins
Grama safranina skidums - krasoSanai péc Grama metodes drikst lietot lidz
noraditajam deriguma terminam.

P&c pirmas pudeles atvérSanas tas saturu drikst lietot Iidz noraditajam deri-
guma terminam, ja to uzglaba no +15°C lidz +25°C temperatiara.

Pudeles vienmér jauzglaba ciesi noslégtas.

Ietilpiba
apm. 250 krasosanas reizes/500 ml

Papildu noradijumi

Tikai profesionalai lietosanai.

Lai izvairitos no kliddam, lietot drikst tikai kvalificéts personals.

Jaievéro valsts noradijumi par darba drosibu un kvalitates nodrosinasanu.
Jalieto mikroskopi ar standartam atbilstoSu aprikojumu.

Ja nepiecieSams, izmantojiet standarta centrifligu, kas piemérota medicinis-
kam diagnostiskam laboratorijam.

Aizsardziba pret infekcijam

Jaizmanto efektivi pasakumi aizsardzibai pret infekcijam atbilstosi laborato-
rijas vadlinijam.

Noradijumi par likvidésanu

Iepakojums jalikvidé atbilstosi spéka esosajam vadlinijam par likvidésanu.
Izlietotie Skidumi un Skidumi, kuriem beidzies deriguma termins, jalikvidé
ka specialie atkritumi atbilstosi vietéjam vadlinijam. Informaciju par likvi-
désanu skatiet timekla vietné www.microscopy-products.com, noklikskinot
uz atras saites ,Hints for Disposal of Microscopy Products” (Ieteikumi mik-
roskopiskai izmekléSanai izmantoto izstradajumu likvidésanai). ES Sobrid
ir speka REGULA (EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisijumu klasificésanu,
marké&Sanu un iepakosanu un ar ko groza un atce] Direktivas 67/548/EEK
un 1999/45/EK un groza Regulu (EK) Nr. 1907/2006.

Papildu reagenti
Kat. nr.  1.00567 Lugola skidums, kas stabilizéts ar PVP, 11, 2,51
krasosanai péc Grama metodes

Kat. nr. 1.04699 Imersijas ella 100 ml pilinasa-

mikroskopiskai izmekléSanai nas pudele,
100 ml, 500 ml
Kat. nr.  1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,

atras nostiprinasanas vide 11
mikroskopiskai izmekl&sanai
Kat. nr.  1.09016 Neo-Mount™ 100 ml pilinasa-
Gdeni nesaturo$a nostiprinasanas vide nas pudele,
mikroskopiskai izmekléSanai 500 ml
Kat. nr.  1.09218 Grama kristalvioleta skidums 500 ml, 2,51
krasosanai péc Grama metodes
Kat. nr.  1.09261 Lugola skidums (atskaidits joda-kalija 11, 2,51
jodida skidums)
krasosanai péc Grama metodes
Kat. nr.  1.10218 Grama atkrasosanas skidums
krasosanai péc Grama metodes
Kat. nr. 1.11885 Gram-Color 1 set
krasosanas komplekts krasosanai péc
Grama metodes

500 ml, 2,51

Bistamibas klasifikacija
Kat. nr. 1.09217

LOdzu, ievérojiet mark&juma noradito bistamibas klasifikaciju un drosibas
datu lapa sniegto informaciju.

Drosibas datu lapa ir pieejama timekla vietné un péc pieprasijuma.
Galvenas izstradajuma sastavdalas

Kat. nr. 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l

11 = 0,98 kg

Visparéja piezime

Ja Sis ierices lietosanas laika vai lietosanas rezultata rodas nopietns nega-
dijums, zinojiet par to raZotajam un/vai ta pilnvarotajam parstavim, ka ari
vietajai reguléjosai iestadei.



Literatura

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Uzliesmojoss skidrums un tvaiki.

P210: Sargat no karstuma, karstam virsmam, dzirkstelém, atklatas uguns
un citiem aizdegsanas avotiem. Nesmékét.

P233: Tvertni stingri noslégt.

P240: Tvertnes un sanéméjiekartas iezemét un savienot.

P241: Izmantot spradziendrosas elektriskas/ ventilacijas/ apgaismosanas
iekartas.

P242: Izmantot instrumentus, kas nerada dzirksteles.

P243: Nodrosinaties pret statiskas enerdijas izladi.
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Mikroskopija

Gramo safranino tirpalas
skirtas Gramo dazymo metodui

Tik profesionaliam naudojimui

|VD In vitro diagnostikos medicinos priemoné c €

Numatytoji paskirtis

Sis ,Gramo safranino tirpalas - skirtas Gramo dazymo metodui* naudoja-
mas zmogaus ir medicininiy, lasteliy diagnostikai ir skirtas bakteriologiniam
zmogaus kilmés méginio medziagos tyrimui. Tai paruostas naudoti dazymo
tirpalas, kuri naudojant kartu su kitais in vitro diagnostikos produktais i$
misy asortimento, bakterinés tikslinés strukttros gali bati vertinamos dia-
gnostikos tikslais (gramteigiamos arba gramneigiamos bakterijos) fiksuo-
jant, dazant, kontrastuojant, dengiant bakteriologiniy éminiy medziagose,
pavyzdziui, kGino skysciy tepinéliuose.

Gramo tirpalai yra modifikuoti ir sukurti taip, kad dazyti blty galima dazy-
mo kamerose, dazymo stove, taip pat automatinése dazymo sistemose.

Nedazytos struktiros yra palyginti mazai kontrastingos ir jas labai sunku
atskirti Sviesiniu mikroskopu. Vaizdai, sukurti naudojant dazymo tirpalus,
padeda jgaliotam ir kvalifikuotam tyréjui tokiais atvejais geriau nustatyti
forma ir struktiira. Tam, kad blty nustatyta galutiné diagnozé, reikia atlikti
papildomus tyrimus taikant pripazintus ir galiojancius metodus.

Principas

Bakteriologijoje Gramo daZymas leidZia greitai atskirti gramteigiamas ir
gramneigiamas bakterijas.

Bakterijy sieneliy mureino struktura lemia spalvinj afiniteta.

Pirmajame etape bakterijos bus dazomos kristaliniu violetu - anilino daZais.
Apdorojus jodo tirpalu (Lugol tirpalu), susidaro dazy ir jodo kompleksas.
Per spalvos Salinimo etapq Sis kompleksas lieka daugiasluoksnéje gramtei-
giamy bakterijy lastelés sienelés mureino struktiroje — jos atrodys mélynai
violetinés spalvos.

O gramneigiamy bakterijy Igstelés sienele sudaro vienasluoksné mureino
struktira, todél jos vél iSskiria dazanciaja medZiaga, kai naudojamas spal-
vos Salinimo tirpalas. Gramneigiamos bakterijos bus nuspalvintos safranino
tirpalu ir atrodys nuo rausvos iki raudonos spalvos.

Méginiy medziaga

Bakteriologinés medziagos tepinéliai, iSdZiovinti ore ir termiskai fiksuoti,
pavyzdziui, skrepliai, plonos adatos aspiracinés biopsijos (FNAB) tepinéliai,
plovimai, jspaudai, efuzijos, pdliai, eksudatai, skystos ir kietos kulttros

Reagentai

Kat. Nr. 1.09217
Gramo safranino tirpalas
skirtas Gramo dazymo metodui

500 ml, 2,51

Taip pat reikalinga:

Kat. Nr. 1.00567 Lugol tirpalas, stabilizuotas naudojant PVP 11,251
skirtas Gramo daZzymo metodui

arba

Kat. Nr. 1.09261 Lugol tirpalas (praskiestas jodo ir kalio 11,2,51
jodido tirpalas)
skirtas Gramo dazymo metodui

Kat. Nr. 1.09218 Gramo kristalinio violeto tirpalas 500 ml, 2,51
skirtas Gramo dazymo metodui
Kat. Nr. 1.10218 Gramo spalvos Salinimo tirpalas 500 ml, 2,51

skirtas Gramo dazymo metodui

Kita galimybé:
Vietoje atskiry reagenty derinio galima naudoti dazymo rinkinj
1.11885.0001:

Kat. Nr. 1.11885.0001
Gram-Color 1 set
dazymo rinkinys, skirtas Gramo dazymo metodui

LT

www.sigmaaldrich.com

Méginiy paruosimas
Méginius turi paimti kvalifikuoti darbuotojai.

Ant Svaraus ir neriebaluoto stiklelio uzdékite éminio medziagq, naudodami
atkaitintg kilpele. Tada uZtepkite medziagq tiesiai ant stiklelio arba i$ pra-
dziy sumaisykite su 1-2 lasais fiziologinio druskos tirpalo (Ringerio tirpalo).
ISdZiovinkite ore ir tada termiskai uzfiksuokite, tris kartus létai traukdami
stiklelj (tepinélio puse | virSy) per virsutine Bunseno degiklio liepsnos dalj.
Tada leiskite atvésti ir nudazykite.

Ore iSdZiovintus tepinélius reikia labai kruopsciai termiskai fiksuoti. Taip
iSvengiama infekcijy pavojaus ir sumazinamas éminio medziagos istirpimas,
o kartu ir tirpaly bei kity stikleliy uztersimas.

Visi méginiai turi blti apdorojami naudojant pazangiausias technologijas.
Visi méginiai turi bati aisSkiai suzymeéti.

Méginiams imti ir ruosti turi bGti naudojami tinkami instrumentai. Laikykités
gamintojo pateikty taikymo ir naudojimo instrukcijy.

Naudojant atitinkamus pagalbinius reagentus, butina laikytis atitinkamuy,
naudojimo instrukcijy.

Reagenty paruosimas

Gramo safranino tirpalas - skirtas Gramo dazymo metodui yra paruostas
naudoti, tirpalo skiedimas néra bdtinas ir tik pablogina dazymo rezultatq ir
stabiluma.

Procedura
Dazymas dazymo kameroje

Rekomenduojama Gramo kristalinio violeto tirpalg atskiesti distiliuotu van-
deniu santykiu 1:3, jei naudojamas panardinimo metodas.

Stiklelius reikia panardinti | tirpalus ir trumpai juose pajudinti, nes vien tik
panardinus dazymo rezultatai biina nepakankami.

Siekiant iSvengti nereikalingo tirpaly kryZminio uztersimo, po atskiry dazymo
etapy reikia leisti stikleliams gerai nuvarvéti.

Norint uztikrinti optimaly daZzymo rezultatg, reikia laikytis nurodyto laiko.

Stiklelis su fiksuotu tepinéliu

Gramo kristalinio violeto tirpalas 1:30 min
Tekantis vanduo i$ ¢iaupo 30 sek
Lugol tirpalas* 3 min
Tekantis vanduo i$ ¢iaupo 20 sek
Gramo spalvos $alinimo tirpalas** 5-10 sek
Tekantis vanduo i$ ¢iaupo 30 sek
Gramo safranino tirpalas 1 min
Tekantis vanduo i$ ¢iaupo 1 min
DZiovinkite ore (pvz., per naktj arba 50 °C temperatiroje dziovinimo
spintoje)

* filtruokite Lugol tirpalg po 3 panaudojimy
** jSmeskite Gramo spalvos Salinimo tirpalg po 5 panaudojimy,

DaZymas ant daZzymo stovo

Stiklelis su fiksuotu tepinéliu

Gramo kristalinio violeto visiSkai uzdenkite ir palikite, 1 min
tirpalas kad vykty reakcija

Lugol tirpalas trumpai skalaukite

Lugol tirpalas visiskai uzdenkite ir palikite, 1 min

kad vykty reakcija

Distiliuotas vanduo atidziai iSplaukite 5 sek

Gramo spalvos $alinimo atsargiai sukiokite stiklelius, | 10 - 15 sek
tirpalas kol nebeliks dazy debesé-
liy ir tepinélis jgaus pilkai
meélyna spalvg

Distiliuotas vanduo atidziai iSplaukite 5 sek

Gramo safranino tirpalas visiskai uzdenkite ir palikite, 1 min

kad vykty reakcija

Distiliuotas vanduo atidziai iSplaukite 5 sek

Dziovinkite ore (pvz., per naktj arba 50 °C temperatlroje dZiovinimo
spintoje)




Bakteriologinius éminius rekomenduojama uzdengti ne vandenine dengimo
terpe (pvz., Neo-Mount™ arba Entellan™) ir uzdengti dengiamuoju stiklu, jei
norite juos laikyti kelis ménesius. Jei ketinate tai daryti, nudazytus éminius
reikia labai gerai iSdZiovinti.

Analizuojant dazytus stiklelius, kuriy mikroskopinis didinimas >40x, reko-
menduojama naudoti imersine alyva.

DaZzymas automatiniame daZytuve

Dazymas automatinése dazymo sistemose gali bati atliekamas pagal dazy-
mo protokolg, skirta dazymo kamerai.

Rezultatas
Gramteigiami mikroorganizmai
Gramneigiami mikroorganizmai

meélyna-violetiné
nuo rausvos iki raudonos

Trikciy salinimas
Tepinéliy méginiy fiksavimas
Norint iSvengti éminiy infekcinio potencialo ir tolesnio bakterijy daugini-

mosi, bltina juos pakankamai termiskai fiksuoti naudojant Bunseno degiklj
arba kaitinimo spintoje.

Gramteigiamos bakterijos nenusidazo

Lemiamas Gramo dazymo procediros etapas yra spalvos Salinimo etapas,
kuriam jtakos gali turéti tepinélio storis. Be to, Sviezias spalvos Salinimo
tirpalas yra labai reaktyvus, todél rezultatg reikia vertinti atsargiai. Per
spalvos Salinimo etapg naudotojas turi tiksliai laikytis protokole aprasyto
inkubavimo laiko, nes priesingu atveju gali bati gauti klaidingai neigiami
rezultatai.

Techninés pastabos

Naudojamas mikroskopas turi atitikti medicininés diagnostikos laboratorijos
reikalavimus.

Naudodami automatines dazymo sistemas, laikykités sistemos ir programi-
nes jrangos tiekéjo pateikty naudojimo instrukcijy.

Pries pildami pasalinkite imersinés alyvos pertekliy.

Analitinio veiksmingumo savybés

,Gramo safranino tirpalas" nudazo ir taip vizualizuoja biologines struktiras,
kaip aprasyta Sios naudojimo instrukcijos skyriuje ,Rezultatai*. Gaminj gali
naudoti tik jgalioti ir kvalifikuoti asmenys, jskaitant, be kita ko, meéginiy ir
reagenty ruos$ima, meginiy tvarkyma, sprendimus dél tinkamy kontrolés
priemoniy, ir kt.

Gaminio analitinis veiksmingumas patvirtinamas tiriant kiekvieng pagamin-
tq partija. Sékmingas nuolatinis dalyvavimas tarptautiniuose tarplaborato-
riniuose tyrimuose yra papildomas ir nesaliskas analitinio specifiSkumo ir
pakartojamumo patvirtinimas.

Toliau iSvardytiems dazymo atvejams gaminio specifiSkumo, jautrumo ir
pakartojamumo analitinis veiksmingumas buvo patvirtintas 100 %:

Tyrimy, Tyrimy Tyrimo Tyrimo
tarpusavio | tarpusavio | vidinis vidinis jau-
specifiSku- | jautrumas | specifiSku- | trumas

mas mas
Gramo dazymas
Gramteigiami 20/20 20/20 7/7 7/7
mikroorganizmai
Gramneigiami 20/20 20/20 7/7 7/7

mikroorganizmai

Analitinio veiksmingumo rezultatai

Duomenys apie teisingai nudazyty struktdry skaiciy, palyginti su atlikty ty-
rimy skaiciumi, pateikiami tyrimo viduje (su ta pacia partija) ir tarp tyrimy
(su skirtingomis partijomis).

Klinikinio veiksmingumo savybés

Gramo safranino tirpalas iStisus desimtmecius sékmingai ir jvairiai naudoja-
mas klinikinéje praktikoje.

Klinikinis Gramo safranino tirpalo veiksmingumas buvo nustatytas atlikus
vidinj tyrima ir nustacius jo jautruma ir specifiSkuma:

Gramteigiami mikroorganizmai

Gramo dazymas

Jautrumas 14/15

SpecifiSkumas 15/15

Jautrumas: 14 meéginiy i$ 15: 93,3 %
SpecifiSkumas: 15 méginiy i$ 15: 100 %

Gramneigiami mikroorganizmai

Gramo dazymas

Jautrumas 15/15

SpecifiSkumas 15/15

Jautrumas: 15 meéginiy i$ 15: 100 %
SpecifiSkumas: 15 méginiy i$ 15: 100 %

Sio veiksmingumo vertinimo rezultatai patvirtina, kad gaminys yra tinka-
mas naudoti pagal paskirtj ir veikia patikimai.
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Taciau diagnostine dazymo rezultaty interpretacijq turi atlikti kvalifikuoti ir
{galioti specialistai, atsizvelgdami | paciento anamneze, morfologija, tinka-
ma kontrole ir, jei reikia, papildomus diagnostinius tyrimus. Sis metodas
gali bati papildomai naudojamas zmoniy diagnostikai.

Diagnostika

Diagnoze turi nustatyti tik jgalioti ir kvalifikuoti darbuotojai.

Turi bati naudojamos tinkamos klasifikacijos.

Sis metodas gali biti papildomai naudojamas zmoniy diagnostikai.
Papildomi tyrimai turi bGti parenkami ir atliekami pagal pripazintus meto-
dus.

Kad bty iSvengta neteisingy rezultaty, kiekvieno naudojimo metu turéty
bati taikomi tinkami kontrolés metodai.

Dazymo rinkinys gali bati kontroliuojamas naudojant gramteigiamas ir
gramneigiamas bakterijas.

Turi blti naudojamos bakterijos, paimtos i$ terpés po 18-24 valandy inku-
bacijos.

Laikymas

Laikykite Gramo safranino tirpalas - skirtas Gramo dazymo metodui nuo
+15 °C iki +25 °C temperatiroje.

Esant Zemesnei nei 15 °C temperatarai, i$ dazomujy tirpaly gali nusésti
spalvotos nuosédos. Jei susidaré nuosédos, pastatykite buteliuka 2-3 va-
landoms | mazdaug 60 °C temperatiros vandens vonele. Taip didZioji dalis
nuosedy veél istirps. Paskui daZzymo tirpalus filtruokite per popierinj filtra.

Tinkamumo laikas

Gramo safranino tirpalas - skirtas Gramo dazymo metodui galima naudoti iki
nurodyto tinkamumo naudoti termino pabaigos.

Pirma kartg atidarius buteliuka, laikant nuo +15 °C iki +25 °C temperatdro-
je, turinj galima naudoti iki nurodyto tinkamumo naudoti termino pabaigos.

Buteliukai visada turi bati sandariai uzdaryti.

ISeiga
mazdaug 250 dazymy / 500 ml

Papildomos instrukcijos

Tik profesionaliam naudojimui.

Tam, kad baty iSvengta klaidy, naudoti turi tik kvalifikuotas personalas.
Bdtina laikytis nacionaliniy darbo saugos ir kokybés uztikrinimo gairiy.

Turi bati naudojami pagal standartus jrengti mikroskopai.

Jei reikia, naudokite standartine centrifugq, tinkama medicinos diagnostikos
laboratorijai.

Apsauga nuo infekcijos

Reikia imtis veiksmingy priemoniy apsisaugoti nuo infekcijos pagal labora-
torijos rekomendacijas.

Salinimo instrukcijos

Pakuote reikia iSmesti laikantis galiojanciy Salinimo gairiy.

Panaudoti tirpalai ir tirpalai, kuriy tinkamumo naudoti terminas pasibaiges,
turi bati Salinami kaip specialiosios atliekos pagal vietos gaires. Informa-
cijos apie Salinima galima rasti pasinaudojus greitaja nuoroda ,Hints for
Disposal of Microscopy Products" adresu www.microscopy-products.com. ES
taikomas Siuo metu galiojantis REGLAMENTAS (EB) Nr. 1272/2008 dél che-
miniy medziagy, ir misiniy klasifikavimo, Zenklinimo ir pakavimo, i$ dalies
keiiantis ir panaikinantis Direktyvas 67/548/EEB bei 1999/45/EB ir i$ dalies
keiCiantis Reglamentg (EB) Nr. 1907/2006.

Pagalbiniai reagentai

Kat. Nr. 1.00567 Lugol tirpalas, stabilizuotas naudojant 11, 2,51
PVP
skirtas Gramo dazymo metodui

Kat. Nr. 1.04699 Imersiné alyva, 100 ml lasinimo

skirta mikroskopijai buteliukas,
100 ml, 500 ml
Kat. Nr. 1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,

greito dengimo terpeé 11
mikroskopijai

Kat. Nr. 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml lasinimo
bevandené dengimo terpé buteliukas,
mikroskopijai 500 ml

Kat. Nr. 1.09218 Gramo kristalinio violeto tirpalas 500 ml, 2,51
skirtas Gramo dazymo metodui

Kat. Nr. 1.09261 Lugol tirpalas (praskiestas jodo ir kalio 11, 2,51
jodido tirpalas)
skirtas Gramo dazymo metodui

Kat. Nr. 1.10218 Gramo spalvos Salinimo tirpalas 500 ml, 2,51
skirtas Gramo dazymo metodui

Kat. Nr. 1.11885 Gram-Color 1 set
dazymo rinkinys, skirtas Gramo dazymo
metodui

Pavojingumo klasifikacija

Kat. Nr. 1.09217

Laikykités etiketéje iSspausdintos pavojingumo klasifikacijos ir saugos duo-
meny lape pateiktos informacijos.

Saugos duomeny lapg galima rasti svetainéje arba specialiai paprasyti.



Pagrindiniai gaminio komponentai
Kat. Nr. 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l
11 = 0,98 kg

Bendro pobidzio pastaba

Jei naudojant Sig priemone arba dél jos naudojimo jvyko rimtas incidentas,
praneskite apie tai gamintojui ir (arba) jo jgaliotajam atstovui bei savo
Salies kompetentingai institucijai.

Literatura

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Degs skystis ir garai.

P210: Laikyti atokiau nuo Silumos Saltiniy, karsty pavirsiy, ZieZirby, atviros
liepsnos ir kity uzdegimo Saltiniy. Nertkyti.

P233: Talpyklg laikyti sandariai uzdaryta.

P240: Izeminti ir jtvirtinti talpyklg ir priémimo jranga.

P241: Naudoti sprogimui atsparig elektros/ ventiliacijos/ apsvietimo jranga.
P242: Naudoti kibirksciy nekeliancius jrankius.

P243: Imtis veiksmy statinei iSkrovai iSvengti.

Perziiiry istorija

Versija Pakeitimo komentaras

2024-Jul-23 Pradiné versija su perzilry istorijos {Zanga
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a
/]
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~Merck" Life Science verslas JAV ir K je veikia p. ini »Millipor

© 2024 ,Merck KGaA", Darmstatas, Vokietija ir (arba) jos filialai. Visos teisés saugomos. ,Merck" ir
»Sigma-Aldrich" yra ,Merck KGaA", Darmstatas, Vokietija, prekiy Zenklai. Visi kiti prekiy zenklai yra jy
atitinkamy_ savininky nuosavybé. Issamios informacijos apie prekiy Zenklus galima rasti viesai prieina-
muose $altiniuose.
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Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
Tel. +49(0)6151 72-2440

www.sigmaaldrich.com
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Sigma-Aldrich.

1.09217.0500
1.09217.2500 HEF
1.09217.9025

Mikroskopi

Grams safraninlgsning
for Gram-fargemetode

Kun til profesjonell bruk

|VD Medisinsk enhet til in vitro-diagnostikk c €

Tiltenkt formal

Denne “"Grams safraninlgsning - for Gram-fargemetode” brukes til
medisinsk cellediagnostisering hos mennesker og bidrar til bakteriolo-

gisk undersgkelse av prgvemateriale fra mennesker. Det er en bruksklar
fargingslgsning som, nar den brukes sammen med andre produkter til in vi-
tro-diagnostikk fra var portefglje, gjor at bakterielle mélstrukturer kan eva-
lueres til diagnostiske formal (grampositive eller gramnegative bakterier)
ved hjelp av fiksering, farging, kontrastfarging, montering i bakteriologiske
og histologiske prgvematerialer, for eksempel utstryk fra kroppsvaesker.

Gramlﬂsningeneoer modifisert og utformet slik at fargingen kan utfgres i
fargingsceller, pa fargingsstativet og i et automatisk fargingssystem.

Ufargede strukturer har relativt lav kontrast og er ekstremt vanskelige &
skjelne under lysmikroskopet. Bildene som opprettes ved bruk av fargings-
Igsningene hjelper den autoriserte og kvalifiserte forskeren med bedre 8
definere formen og strukturen i slike tilfeller. Ytterligere tester m& utfores i
samsvar med anerkjente, gyldige metoder for & oppna en definitiv diagno-
se.

Prinsipp
I bakteriologi muliggjgr gramfarging rask differensiering av grampositive og
gramnegative bakterier.

Bakterieveggens murine struktur er grunnlaget for fargeaffiniteten.

I det fgrste trinnet farges bakteriene med krystallfiolett, et anilinfargestoff.
Etter behandling med jodlgsning (Lugols Igsning), dannes et farge-/jod-
kompleks. I Igpet av avfargingstrinnet blir dette komplekset vaerende i mu-
reinstrukturen med flere lag i celleveggene til grampositive bakterier - som
vises med blafiolett farge.

Motsetninogsvis har celleveggen til gramnegative bakterier en cellevegg
som bestar av en mureinstruktur med ett lag, og frigjer dermed fargestof-
fet med avfargingslgsningen. Gramnegative bakterier kontrastfarges med
safraninlgsning og vises deretter med rosa til rgd farge.

Prgvemateriale

Utstryk av bakteriologisk materiale som er lufttgrket og varmefiksert, som
sputum, utstryk fra biopsi med finnalsaspirasjon (FNAB), skyllinger, av-
trykk, effusjoner, puss, sarvaeske, vaeske og solide kulturer

Reagenser

Kat.nr. 1.09217

Gram safraninlgsning
for Gram-fargemetode

500 ml, 2,51

0gsa pakrevd:

Kat.nr.  1.00567 Lugols Igsning stabilisert med PVP 11,2,51
for gramfarging

eller

Kat.nr.  1.09261 Lugols Igsning (fortynnet jod-kaliumjodid 11,2,51
Igsning)
for Gram-farging

Kat.nr.  1.09218 Grams krystallfiolettlgsning 500 ml, 2,51
for Gram-fargemetode

Kat.nr.  1.10218 Grams avfargingslgsning 500 ml, 2,51

for Gram-farging

Alternativt:

I stedet for kombinasjonen av enkeltreagenser kan fargingssettet
1.11885.0001 brukes:

Kat.nr. 1.11885.0001
Gram-Color 1 set
fargingssett for Gram-farging

NO

www.sigmaaldrich.com

Prgvetilberedning
Prgvetakingen skal utfgres av kvalifisert personell.

P&fgr Prﬂvematerialet pa et rent og fettfritt objektglass ved bruk av en her-
det tradlgkke. Stryk deretter materialet enten direkte pd objektglasset eller
bland fgrst med 1-2 draper fysiologisk saltlgsning (Ringers lgsning). La det
lufttgrke, og varmefikser deretter ved & dra objektglasset langsomt (med
utstrykssiden vendt opp) gjennom den gvre delen av bunsenbrennerflam-
men tre ganger. Deretter lar du det kjgles ned og farger det.

De lufttgrkede utstrykene skal varmefikseres sveert forsiktig. Dette fore-
bzgger risiko for infeksjoner og reduserer opplgsning av prgvemateriale og
pafglgende kontaminasjon av Igsninger og andre objektglass.

Alle prgver skal behandles ved bruk av den nyeste teknologien.

Alle prgver skal merkes tydelig.

Egnede instrumenter skal brukes for 8 ta og tilberede prover. Fglg instruk-
sjonene fra produsenten for applisering/bruk.

Ved bruk av de tilsvarende hjelpereagensene ma den tilsvarende bruksan-
visningen fglges.

Tilberedning av reagens

Grams safraninlgsning - for Gram-fargemetode som brukes til farging, er
bruksklar. Fortynning av lgsningen er ikke ngdvendig, og vil bare medfgre
darligere fargingsresultat og stabilitet.

Prosedyre

Farging i fargingscellen

Det er anbefalt 8 fortynne den Grams krystallfiolettigsning 1:3 med destil-
lert vann hvis blgtleggingsmetoden brukes.

Objektglassene skal senkes ned i og beveges raskt rundt i Igsningene. Kun
nedsenking gir utilstrekkelige fargingsresultater.

Objelgtglassene ma fa dryppe godt av etter de enkelte fargingstrinnene for &
unnga ungdvendig krysskontaminasjon av Igsningene.

De angitte tidene skal overholdes for & garantere et optimalt fargingsresul-
tat.

Objektglass med fiksert utstryk

Grams krystallfiolettlgsning 1:30 minutter

Rennende vann fra springen 30 sekunder

Lugols Igsning* 3 minutter

20 sekunder
5 - 10 sekunder

Rennende vann fra springen

Grams avfargingslgsning**

Rennende vann fra springen 30 sekunder

Grams safraninlgsning 1 minutt

Rennende vann fra springen 1 minutt

Lufttgrk (f.eks. over natten eller ved 50 °C i tgrkeskapet)

* filtrer Lugols lgsning etter 3 kjgringer
** kasser den avfargende Grams avfargingslgsningen etter 5 kjgringer

Farging pa fargingsstativet

Objektglass med fiksert utstryk

Grams krystallfiolettlgsning dekk helt og la reaksjonen 1 minutt
inntreffe

Lugols Igsning skyll raskt

Lugols Igsning dekk helt og la reaksjonen 1 minutt
inntreffe

Destillert vann vask grundig 5 sekunder

Grams avfargingslgsning roter objektglassene forsik- 10 - 15
tig til det ikke dannes flere sekunder
skyer medofargest%ff og
utstryket far en grabla farge

Destillert vann vask grundig 5 sekunder

Grams safraninlgsning dekk helt og la reaksjonen 1 minutt
inntreffe

Destillert vann vask grundig 5 minutter

Lufttgrk (f.eks. over natten eller ved 50 °C i tgrkeskapet)

Dekking med ikke-vannholdig monteringsmedium (f.eks. Neo-Mount™ eller
Entellan™) og et dekkglass er anbefalt for lagring av bakteriologiske prgver
i flere maneder. Til dette formalet m& de fargede provene tgrkes svaert
godt.

Bruk av blgtleggingsolje er anbeofalt for analysering av fargede objektglass
med en mikroskopforstgrrelse pa > 40x.



Farging i den automatiske fargemaskinen

Farging i automatiske fargingssystemer kan utfgres i samsvar med proto-
kollen for fargingen i fargingscellen.

Resultat
Grampositive mikroorganismer bl&fiolett
Gramnegative mikroorganismer rosa til rgd

Feilsgking
Fiksering av utstryksprgver

En tilstrekkelig grad av varmefiksering ved bruk av en bunsenbrenner eller
i et varmeskap er avgjgrende for 8 forhindre infeksjonspotensiale i provene
og ytterligere spredning av bakterier.

Ingen farging av de grampositive bakteriene

Det avgJﬂrende stadiet i gramfargingsprosedyren er avfargingstrinnet, som
kan pdvirkes av utstrykets tykkelse I tillegg er en fersk avfargingslgsning
sveert reaktiv, og resultatet ma derfor evalueres med omhu. I Igpet av
avfarglngstrlnnet skal brukeren overholde |nkubaSJonst|dene som beskrives
i protokollen ngyaktig, siden det ellers kan oppsta falskt negative resultater.

Tekniske merknader

Det anvendte mikroskopet skal oppfylle kravene til et medisinsk diagnostisk
laboratorium.

Ved bruk av automatiske fargingssystemer ma du folge bruksanvisningen
fra leverandgren av systemet og programvaren.

Fjern overflgdig blgtleggingsolje fgr fylling.

Analytiske ytelsesegenskaper

Den "Grams safraninlgsning” farger og synliggjgr dermed biologiske
strukturer, som beskrevet i kapitlet “"Resultat” i denne bruksanvisningen.
Produktet skal kun brukes av autoriserte og kvallﬁserte personer, inkludert
bl.a. tilberedning av prever og reagenser, provehandtering, beslutninger om
egnede kontroller osv.

Den analytiske ytelsen av produktet bekreftes ved & teste hvert produk-
sjonsparti. Vellykket deltakelse i jevnlige internasjonale tester mellom ulike
laboratorier gir en ekstra og objektiv bekreftelse av analytisk spesifisitet og
repeterbarhet.

For fglgende farginger ble analytisk ytelse bekreftet med tanke pa produk—
tets spesifisitet, sensitivitet og repeterbarhet med en et resultat pd 100 %:

Spesifisitet | Sensitivitet | Spesifisi- Sensitivi-
mellom mellom tet innen tet innen
analyser analyser analyse analyse
Grams farging
Grampositive 20/20 20/20 7/7 7/7
mikroorganismer
Gramnegative 20/20 20/20 7/7 7/7
mikroorganismer

Analytiske ytelsesresultater

Data fra intraanalyser (utfert pa& samme parti) og interanalyser (utfert pd
forskjellige partier) lister opp antallet korrekt fargede strukturer sammen-
lignet med antallet utfgrte analyser.

Kliniske ytelsesegenskaper

Den Grams safranlnl(zjsnlngen har blitt brukt med suksess i det kliniske
miljget i flere tidr i mange ulike bruksomrader.

Den kllnlske ytelsen til den Grams safraninlgsningen i saerdeleshet ble be-
stemt ved 8 fastsld dens sensitivitet og spesifisitet i en intern studie:

Grampositive mikroorganismer

Grams farging

Sensitivitet 14/15

Spesifisitet 15/15

Sensitivitet: 14 av 15 prgver: 93,3 %
Spesifisitet: 15 av 15 prgver: 100 %

Gramnegative mikroorganismer

Grams farging

Sensitivitet 15/15

Spesifisitet 15/15

Sensitivitet: 15 av 15 prgver: 100 %
Spesifisitet: 15 av 15 prgver: 100 %

Resultatene av denne ytelsesevaloueringen bekrefter at produktet er egnet
for den tiltenkte bruken og har palitelig ytelse.

Den diagnostiske tolkingen av fargingsresultatene skal imidlertid utfgres
av kvalifisert og autorisert personell med hensyn til pasientens anamnese,

morfologi, bruk av tilstrekkelige kontroller og ytterligere diagnostiske tester,

ved behov. Denne metoden kan brukes som et supplement i diagnostikk
hos mennesker.
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Diagnostikk

Diagnoser skal kun stllles av autorisert og kvalifisert personell.

Gyldig terminologi ma benyttes.

Denne metoden kan brukes som et supplement i diagnostikk hos mennes-
ker.

Ytterligere tester ma velges og implementeres i samsvar med anerkjente
metoder.

Egnede kontroller skal utfgres med hver applisering for & unnga et feilaktig
resultat.

Fargingssettet kan kontrolleres med grampositive bakterier og gramnegati-
ve bakterier.

Bakterier fra et kulturmedium etter 18-24 timers inkubasjon skal benyttes.

Oppbevaring

Oppbevar Grams safraninlgsning - for Gram-fargemetode ved +15 °C til
+25 °C.

Ved temperaturer under 15 °C kan et farget bunnfall utfelles fra fargings-
Igsningene. Hvis det oppstdr bunnfall, ma du plassere flasken i et vannbad
i 2-3 timer ved ca. 60 °C. Dette vil I;z:se opp mesteparten av bunnfallet.
Deretter filtrerer du fargingslgsningene gjennom et papirfilter.

Holdbarhet

Grams safraninlgsning - for Gram-fargemetode kan brukes frem til den
angitte utlgpsdatoen.

Etter anbrudd av flasken kan innholdet brukes frem til den angitte utlgpsda-
toen nar det oppbevares ved +15 °C til +25 °C.

Flaskene ma holdes godt lukket til enhver tid.

Kapasitet
ca. 250 farginger / 500 ml

Ytterligere instruksjoner

Kun til profes;onell bruk.

For & unnga feil ma applisering kun utfgres av kvalifisert personell
Nasjonale retningslinjer for arbeldSS|kkerhet og kvalitetssikring ma fglges.
Mlkroskopene som brukes ma& vaere utstyrt i samsvar med standarden.
Ved behov m& du bruke en standard sentrifuge som er egnet for et medi-
sinsk diagnostisk laboratorium.

Beskyttelse mot infeksjon

Effektive tiltak ma tas for & beskytte mot infeksjon i samsvar med laborato-
riets retningslinjer.

Instruksjoner for kassering

Pakningen skal kasseres i samsvar med gjeldende retningslinjer for kasse-
ring.

Brukte Igsninger og Igsninger som har gatt ut pa dato ma kasseres som
spesialavfall i samsvar med lokale retningslinjer. Informasjon om kassering
kan skaffes under hurtigkoblingen "Hints for Dlsposal of Microscopy Produ-
cts” (Tips for kassering av mikroskopiprodukter) pa
www.microscopy-products.com. I EU gjelder den ndvaerende FORORDNING
(EF) nr. 1272/2008 om klassifisering, merking og emballering av stoffer og
blandinger, endring og avskaffing av direktiv 67/548/E@F og 1999/45/EF og
endring av forordning (EF) nr. 1907/2006.

Hjelpereagenser

Kat.nr.  1.00567 Lugols Igsning stabilisert med PVP 11,2,51
for gramfarging

Kat.nr.  1.04699 Immerjonsolje
for mikroskopi

100 ml pipette-
flaske, 100 ml,
500 ml
Kat.nr.  1.07961 Entellan™ ny 100 ml, 500 ml,
hurtig monteringsmedium 11
for mikroskopi

Kat.nr.  1.09016 Neo-Mount™ 100 ml pipette-

vannfritt monteringsmedium flaske, 500 ml
for mikroskopi
Kat.nr. 1.09218 Grams krystallfiolettlgsning 500 ml, 2,51

for Gram-fargemetode

Kat.nr.  1.09261 Lugols Igsning (fortynnet jod- 11,2,51
kaliumjodid Igsning)
for Gram-farging

Kat.nr.  1.10218 Grams avfargingslgsning
for Gram-farging

Kat.nr.  1.11885 Gram-Color 1 set
fargingssett for Gram-farging

500 ml, 2,5 |

Fareklassifikasjon
Kat.nr. 1.09217

Overhold fareklassifikasjonen som er trykt pa etiketten og informasjonen i
sikkerhetsdatabladet. . .
Sikkerhetsdatabladet er tilgjengelig pa nettstedet og pa anmodning.

Hovedkomponenter i produktet
Kat.nr. 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l
11 = 0,98 kg



Generell merknad

Hvis en alvorlig hendelse gppstgr under bruk av denne enheten eller som
fglge av denne bruken, ma det rapporteres til produsenten og/eller dens
autoriserte representant, samt til dine nasjonale myndigheter.

Litteratur

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Brannfarlig vaeske og damp.

P210: Holdes vekk fra varme, varme overflater, gnister, 8pen ild og andre
antenningskilder. Rgyking forbudt.

P233: Hold beholderen tett lukket.

P240: [zeminti ir jtvirtinti talpyklg ir priémimo jranga.

P241: Naudoti sprogimui atsparig elektros/ ventiliacijos/ apsvietimo jranga.
P242: Naudoti kibirksciy nekeliancius jrankius.

P243: Imtis veiksmy statinei iSkrovai iSvengti.
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Mikroskopia

Gramov roztok safraninu
pre Gramovu metodu farbenia

Iba na profesionalne pouzitie

|VD Diagnosticka zdravotnicka pomécka in vitro c €

Urceny Ucel

Tento ,Gramov roztok safraninu - pre Gramovu metddu farbenia“ je urceny
na humanno-medicinsku bunkovl diagnostiku a slUzi na bakteriologické
vysetrenie vzoriek ludského pévodu. Ide o farbiaci roztok pripraveny na
pouzitie, ktory pri pouziti spolu s dal$imi in vitro diagnostickymi produktmi
z nasho portfélia, umozfiuje vyhodnocovat cielové bakteridlne Struktiry pre
diagnostické Ucely (grampozitivne alebo gramnegativne baktérie) fixaciou,
vlozenim, farbenim, kontrastnym farbenim, uchytenim v bakteriologickych
vzorkach, napriklad v steroch telesnych tekutin.

Gramove roztoky su modifikované a navrhnuté tak, aby sa mohlo farbenie
vykonavat vo farbiacich bunkach, na farbiacom stojane a tiez na farbiacom
automate.

Nesfarbené sStruktury su relativne malo kontrastné a pod svetelnym
mikroskopom ich mozno velmi tazko rozli$it. Snimky vytvorené pouZitim
farbiacich roztokov pomahajui autorizovanému a kvalifikovanému odbor-
nikovi v tychto pripadoch lepSie definovat tvar a Struktdru. Na stanovenie
koneénej diagndzy je potrebné vykonat dal$ie testy podla uznanych a
platnych metdd.

Princip
V bakterioldgii umozriuje Gramovo farbenie rychle rozliSovanie baktérii na
grampozitivne a gramnegativne.

Zakladom farebnej afinity je mureinova struktura bakteridlnej steny.

V prvom kroku su baktérie sfarbené krystalovou fialovou, anilinovym far-
bivom. Po osetreni jédovym roztokom (Lugolov roztok) sa vytvori kom-
plex farbiva a jodu. Pocas kroku dekolorizacie zostava tento komplex vo
viacvrstvovej mureinovej struktire bunkovej steny grampozitivnych baktérii
- tie sa zobrazia ako modrofialové.

Oproti tomu gramnegativne baktérie maju bunkovu stenu vytvorenu z
jednovrstvovej mureinovej struktlry a zodpovedajlcim spésobom opatov-
ne uvolfiuju farbivo s dekoloraénym roztokom. Gramnegativne baktérie sa
sfarbia safraninovym roztokom a nasledne sa sfarbia do ruzova az cervena.

Material vzorky

Stery z bakteriologického materidlu vysuseného na vzduchu a fixovaného
teplom, ako napriklad sputum, stery z tenkoihlovych aspiracnych biopsii
(FNAB), vyplachy, odtlacky, vypotky, hnis, exsudaty, tekuté a pevné kulti-
vacné média

Reagencie

Kat. ¢. 1.09217
Gramov roztok safraninu
pre Gramovu metddu farbenia

500 ml, 2,51

Tiez pozadované:

Kat. ¢.  1.00567 Lugolov roztok stabilizovany PVP, 11,2,51
na farbenie podla Grama

alebo

Kat. ¢.  1.09261 Lugolov roztok (zriedeny roztok jodu a 11,251
jodidu draselného)
pre Gramovu metddu farbenia

Kat. ¢.  1.09218 Gramov roztok krystalovej violeti 500 ml, 2,51
pre Gramovu metddu farbenia
Kat. ¢.  1.10218 Gramov odfarbovaci roztok 500 ml, 2,51

pre Gramovu metodu farbenia

Alternativa:

Namiesto kombindcie jednotlivych reagencii mozno pouzit farbiacu stpravu
1.11885.0001:

Kat. ¢. 1.11885.0001
Gram-Color 1 set
Farbiaca stprava pre Gramovu farbiacu metddu
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www.sigmaaldrich.com

Priprava vzorky
Odber vzoriek musi robit kvalifikovany personal.

Pomocou Zihacej slu¢ky naneste materidl vzorky na cisté a odmastené
sklicko. Material nasledne naneste bud’ priamo na podlozné sklicko, alebo ho
najprv zmiesajte s 1 - 2 kvapkami fyziologického roztoku (Ringerov roztok).
Vysuste na vzduchu a potom trikrat tepelne fixujte pomalym tahanim skli¢-
ka (stranou so sterom nahor) cez horn( ¢ast plameria Bunsenovho horéka.
Nakoniec nechajte vychladn(t a zafarbit.

Stery vysu$ené na vzduchu je potrebné velmi opatrne tepelne fixovat. Takto
sa zabrani riziku vzniku infekcii a zniZzi sa rozplstanie materidlu vzorky, a
teda aj kontaminacia roztokov a inych podloznych sklicok.

Véetky vzorky sa musia spracovavat pouzitim najmodernejSej technoldgie.
VSetky vzorky sa musia jasne oznadit.

Pri odbere a priprave vzoriek sa musia pouzivat vhodné pristroje. Pri aplika-
cii/pouzivani dodrzujte pokyny vyrobcu.

Pri pouzivani prislusnych pomocnych reagencii je potrebné dodrziavat pris-
lusné navody na pouzivanie.

Priprava reagencie

Gramov roztok safraninu - pre Gramovu metddu farbenia pouZivanej na
farbenie je pripraveny na pouzitie; nie je potrebné riedenie roztoku, ktoré
len zhorsuje vysledok farbenia a stabilitu.

Postup
Farbenie vo farbiacej kyvete

Pri pouziti imerznej metddy sa odporuca zriedit Gramov roztok krystalovej
violeti v pomere 1:3 s destilovanou vodou.

Podlozné skli¢ka sa musia ponorit a nakratko sa musi s nimi pohybovat v
roztokoch, samotné ponorenie neposkytuje dostato¢né vysledky sfarbenia.
Po ukondéeni jednotlivych krokov farbenia by sa mali podlozné skli¢ka nechat
dobre odkvapkat, aby nedo$lo k pripadnej zbyto¢nej kriZovej kontaminacii
roztokov.

Uvedené casy je potrebné dodrzat, aby bol zaruéeny optimalny vysledok
sfarbenia.

Podlozné skli¢ko s fixovanym sterom

Gramov roztok krystélovej violeti 1:30 min
Teclca voda z vodovodu 30 sek
Lugolov roztok* 3 min
Teclca voda z vodovodu 20 sek
Gramov odfarbovaci roztok** 5-10 sek
Teclca voda z vodovodu 30 sek
Gramov roztok safraninu 1 min
Teclca voda z vodovodu 1 min
Suste na vzduchu (napr. cez noc alebo pri teplote 50 °C v susiacej komore)

* po 3 cykloch prefiltrujte Lugolov roztok
** po 5 cykloch zlikvidujte Gramov odfarbovaci roztok

Farbenie na farbiacom stojane

Podlozné skli¢ko s fixovanym sterom

Gramov roztok krystélovej Uplne zakryte a nechajte 1 min
violeti reagovat

Lugolov roztok kratko oplachnite

Lugolov roztok Uplne zakryte a nechajte 1 min
reagovat
Destilovana voda starostlivo umyte 5 sek
Gramov odfarbovaci roztok | sklicka opatrne otacajte, 10 - 15 sek
kym sa nevytvoria dalSie
oblaciky farbiva a kym ster
neziska sivomodru farbu
Destilovana voda starostlivo umyte 5 sek
Gramov roztok safraninu Uplne zakryte a nechajte 1 min
reagovat
Destilovana voda starostlivo umyte 5 sek

Suste na vzduchu (napr. cez noc alebo pri teplote 50 °C v susiacej komore)




Pre skladovanie bakteriologickych vzoriek na dobu niekolkych mesiacov sa
odporuéa vzorky zakryt bezvodym fixaénym médiom (napr. Neo-Mount™
alebo Entellan™) a krycim sklickom. Pre tento Ucel je potrebné sfarbené
vzorky doékladne vysusit.

Pri analyze sfarbenych podloznych sklicok s mikroskopickym zvacsenim >
40x sa odporuda pouzivat imerzny olej.

Farbenie na farbiacom automate

Farbenie sa mdze vykonavat na farbiacich automatoch podla protokolu
farbenia vo farbiacej bunke.

Vysledok
Grampozitivhe mikroorganizmy
Gramnegativne mikroorganizmy

modrofialové
ruzové az Cervené

Odstranovanie problémov
Fixacia vzoriek sterov

Aby sa zabranilo infekénému potencidlu vzoriek a dalSiemu mnoZeniu bak-
térii, je potrebny dostatocny stupen tepelnej fixacie pomocou Bunsenovho
horaka alebo v ohrievacej skrini.

Ziadne sfarbenie grampozitivnych baktérii

Kritickou fazou postupu Gramovho farbenia je krok dekolorizacie, ktory
moze byt ovplyvneny hribkou steru. Cerstvy odfarbovaci roztok je navyse
vysoko reaktivny, preto by sa mal vysledok hodnotit opatrne. Pocas kroku
dekolorizacie by pouzivatel mal dodrzZiavat presné inkuba¢né doby uvedené
v protokole, pretoze v opaénom pripade moze dojst k falodne negativnym
vysledkom.

Technické poznamky

Pouzity mikroskop musi spifiat poziadavky lekarskeho diagnostického labo-
ratéria.

Pri pouzivani automatickych farbiacich systémov postupujte podla navodu
na pouzivanie od dodavatela systému a softvéru.

Pred plnenim odstrarite prebyto¢ny imerzny olej.

Analytické vykonnostné charakteristiky

~Gramov roztok safraninu® vyfarbi a tym vizualizuje biologické Struktury,
ako je opisané v kapitole ,Vysledok™ tohto ndvodu na pouzivanie. PouZivanie
tohto produktu mézu vykonavat len autorizované a kvalifikované osoby, ¢o
medzi inym zahfra pripravu vzoriek a reagencii, manipulaciu so vzorkami,
rozhodnutia tykajlice sa vhodnych kontrol a podobne.

Analytickd vykonnost produktu sa potvrdzuje testovanim kazdej vyrobnej
Sarze. Pravidelna aktivna Gcast na medzinarodnych medzilaboratérnych
testoch poskytuje dodatocné a nezavislé potvrdenie analytickej Specificity a
opakovatelhosti.

U nasledujucich sfarbeni sa potvrdila analytickd vykonnost z hladiska $peci-
ficity, citlivosti a opakovatelnosti produktu s percentualnou hodnotou

100 %:

Specifici- Citlivost Specificita | Citlivost v
ta medzi medzi V ramci ramci testu
testami testami testu
Farbenie Gram
Grampozitivne 20/20 20/20 7/7 7/7
mikroorganizmy
Gramnegativne 20/20 20/20 7/7 7/7
mikroorganizmy

Vysledky analytickej vykonnosti

Udaje v rémci jedného testu (vykonané na tej istej $arzi) a medzi testami
(vykonané na réznych Sarziach) udavaju pocet spravne sfarbenych Struktdr
v pomere k poctu vykonanych testov.

Klinické vykonnostné charakteristiky

Gramov roztok safraninu sa uz celé desatrocia s Uspechom pouziva v klinic-
kom prostredi pri velkom pocte aplikacii.

Klinickd G¢innost Gramov roztok safraninu sa urcila najmé stanovenim jeho
citlivosti a $pecificity Studie v rémci vlastného pracoviska:

Grampozitivhe mikroorganizmy

Farbenie Gram

Citlivost 14/15

Specificita 15/15

Citlivost: 14 vzoriek z 15: 93,3 %
Specificita: 15 vzoriek z 15: 100 %

Gramnegativne mikroorganizmy

Farbenie Gram

Citlivost 15/15

Specificita 15/15

Citlivost: 15 vzoriek z 15: 100 %
Specificita: 15 vzoriek z 15: 100 %

Vysledky tohto hodnotenia vykonnosti potvrdzuju, Ze produkt je vhodny na
zamyslané pouZitie a spolahlivo funguje.
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Diagnostick( interpretaciu vysledkov sfarbenia vSak maji vykonat kvalifiko-
vani a autorizovani odbornici s ohladom na anamnézu pacienta, morfoldgiu,
pouzitie adekvatnych kontrol a pripadné dalSie diagnostické testy. Tato
metdda sa mbze doplnkovo pouzit v oblasti humannej diagnostiky.

Diagnostika

Diagnostiku mdze vykonavat len autorizovany a kvalifikovany personal.
Musi sa pouzivat platné nazvoslovie.

Této metdda sa moze dopinkovo pouZit v oblasti humannej diagnostiky.
DalSie testy je potrebné vybrat a vykonat podla uznanych metdd.

Pri kazdej aplikéacii je potrebné vykonat vhodné kontroly, aby sa zamedzilo
nespravnemu vysledku.

Farbiaca sUprava sa méze kontrolovat pomocou grampozitivnych a gramne-
gativnych baktérii.

Je potrebné pouzit baktérie odobraté z kultivaéného média po 18 - 24 hodi-
nach inkubacie.

Skladovanie

Gramov roztok safraninu - pre Gramovu metddu farbenia skladujte pri
teplote +15°C az +25°C.

Pri teplotach niz$ich ako 15 °C sa z farbiacich roztokov méZe vytvorit
farebny precipitat. Ak doSlo k precipitacii, flasu vlozte na 2 - 3 hodiny do
vodného kupela nastaveného na teplotu priblizne 60 °C. Takto sa znovu
rozpusti podstatna ¢ast precipitatu. Farbiace roztoky sa nasledne prefiltruju
cez papierovy filter.

Doba pouzitel'nosti

Gramov roztok safraninu - pre Gramovu metédu farbenia je mozné pouzivat
az do uvedeného datumu exspiracie.

Po prvom otvoreni flae je mozné obsah pouzivat az do uvedeného datumu
exspiracie za predpokladu, Ze sa skladuje pri teplote +15°C az +25°C.

FlaSe musia byt vZdy tesne uzavreté.

Kapacita
priblizne 250 farbeni/500 ml

Dalsie pokyny

Iba na profesionalne pouzitie.

Aby sa zamedzilo chybdm, aplikaciu musi vykonavat iba kvalifikovany
personal.

Je potrebné dodrZiavat ndrodné smernice tykajice sa bezpeénosti prace a
zabezpecenia kvality.

Musia sa pouzivat mikroskopy so zodpovedajlcim vybavenim podla normy.
V pripade potreby pouZite Standardnu odstredivku uréent pre lekarske
diagnostické laboratérium.

Ochrana pred infekciou

Na ochranu pred infekciou je potrebné prijat G¢inné opatrenia v sulade s
laboratérnymi smernicami.

Pokyny tykajlice sa likvidacie

Obal musi byt' zlikvidovany v stlade s platnymi pokynmi na likvidaciu.
Pouzité roztoky a roztoky, ktorym uplynula doba pouZitelnosti, sa musia
likvidovat ako $pecialny odpad v sulade s miestnymi smernicami. Informa-
cie o likvidacii mozno ziskat pod odkazom ,Hints for Disposal of Microscopy
Products® na webovej stranke www.microscopy-products.com. V ramci EU
sa aktudlne uplatriuje nariadenie (ES) ¢. 1272/2008 o klasifikacii, oznacova-
ni a baleni latok a zmesi, o zmene, doplneni a zruseni smernic 67/548/EHS
a 1999/45/ES a o zmene a doplneni nariadenia (ES) ¢. 1907/2006.

Pomocné reagencie
Kat. ¢.  1.00567 Lugolov roztok stabilizovany PVP, 11,251
na farbenie podla Grama

Kat. ¢.  1.04699 Imerzny olej
pre mikroskopiu

flasa na kvapka-
nie s objemom
100 ml, 100 ml,
500 ml
Kat. ¢.  1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,
médium pre rychlu fixaciu, 11
pre mikroskopiu
Kat. ¢. 1.09016 Neo-Mount™
bezvodé fixacné médium
pre mikroskopiu
Kat. ¢.  1.09218 Gramov roztok krystalovej violeti
pre Gramovu metodu farbenia
Kat. ¢.  1.09261 Lugolov roztok (zriedeny roztok jodua 11, 2,51
jodidu draselného)
pre Gramovu metodu farbenia

flasa na kvapka-
nie s objemom
100 ml, 500 ml

500 ml, 2,51

Kat. ¢.  1.10218 Gramov odfarbovaci roztok 500 ml, 2,5 |
pre Gramovu metodu farbenia

Kat. ¢.  1.11885 Gram-Color 1 set
Farbiaca stprava pre Gramovu farbiacu
metodu

Klasifikacia nebezpecenstva
Kat. ¢. 1.09217

Dodrziavajte klasifikdciu nebezpecenstva vytlacenu na etikete a informacie
uvedené v bezpecénostnych listoch.
Bezpecnostny list je k dispozicii na webovych strankach a na vyziadanie.



Hlavné komponenty produktu
Kat. ¢. 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l
11 = 0,98 kg

Vseobecna poznamka

Ak sa pocas pouzivania tejto pomdcky alebo v dosledku jej pouZzivania
vyskytne zavazny incident, nahldste ho vyrobcovi a/alebo jeho autorizova-
nému zastupcovi a vdsmu vnutrostatnemu organu.

Literatara

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Horlava kvapalina a pary.

P210: Uchovavajte mimo dosahu tepla, horucich povrchov, iskier, otvoreného
ohna a inych zdrojov zapdlenia. Nefajcite.

P233: Nadobu uchovavajte tesne uzavretu.

P240: Uzemnite a upevnite nadobu a plniace zariadenie.

P241: Pouzivajte elektrické/ ventilacné/ osvetlovacie zariadenie do vybus-
ného prostredia.

P242: Pouzivajte neiskriace pristroje.
P243: Vykonajte opatrenia na zabranenie vybojom statickej elektriny.

Histéria revizii

Verzia Poznamka k aprave

2024-Jul-23 Prva verzia s uvedenim casti Historia revizii
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Sigma-Aldrich.

1.09217.0500
1.09217.2500 HEF
1.09217.9025

Mikroskopi

Gram safranin g¢ozeltisi

Gram boyama ydntemi igin

Yalnizca profesyonel kullanim igindir

|VD In vitro Tanisal Tibbi Cihaz c €

Kullanim amaci

Bu “Gram safranin gozeltisi - Gram boyama ydntemi igin”, insanlarda tibbi
hlicre tanilamasinda kullanilir ve insan kaynakli numune materyalinin bakte-
riyolojik incelemesi amacina hizmet eder. Portfoyumuzdeki diger in vitro
tanisal Urtnlerle birlikte kullanildiginda bakteriyolojik numune materyal-
lerinde (6rn. vicut sivisi yaymalari) fiksasyon, boyama, karsit boyama ve
kapatma yoluyla bakteriyel hedef yapilari (Gram pozitif veya Gram negatif
bakteriler) tani amacli dederlendirilebilir hale getiren, kullanima hazir bir
boyama sollsyonudur.

Gram ¢ozeltisi, boyama isleminin hlicrelerde, boyama rafinda ve ayrica
otomatik boyama sistemlerinde yapilabilecedi bir sekilde modifiye edilmis ve
tasarlanmistir.

Boyanmamis yapilarin kontrasti gérece disuktir ve 1sik mikroskobu altinda
ayirt edilmeleri son derece zordur. Boyama sollisyonlarinin kullaniimasiyla

olusturulan gérintiler, yetkili ve kalifiye arastirmacinin bu gibi durumlarda
form ve yapiyi daha iyi tanimlamasina yardimci olur. Kesin taniya ulasmak
igin bilinen ve gegerli ydontemlere uygun sekilde ileri testler yapiimalidir.

Prensip

Bakteriyolojide Gram boyama, bakterilerin Gram pozitif ve Gram negatif
olarak hizli bir sekilde farklilasmasina olanak tanir.

Bakteri duvarinin mirein yapisi, renk afinitesinin temelidir. )

Ilk adimda, bakteriler bir anilin boyasi olan kristal viyole ile boyanir. Iyot
soliisyonu (Lugol soliisyonu) ile yapilan muameleden sonra bir boya-iyot
kompleksi olusacaktir. Renk giderme adimi sirasinda, bu kompleks Gram
pozitif bakterilerin hiicre duvarinin gok katmanl murein yapisinda kalir ve
mavi-viyole gorunurler.

Gram negatif bakteriler ise aksine, tek katmanli bir murein yapisindan olu-
san bir hiicre duvarina sahiptir ve dolayisiyla boyayi renk giderici solsiiyon
ile tekrar serbest birakir. Gram negatif bakteriler safranin sollisyonuyla
karsit boyanacak ve ardindan pembe ila kirmizi olarak goriinecektir.

Numune materyali

Havayla kurutulmus ve islyla sabitlenmis bakteriyolojik materyal yaymalari;
orn. balgam, ince igne aspirasyon biyopsilerinden (I1IAB) yayma, yikama,
baski, eflizyon, pus, ekslda, sivi ve kati kiltirler.

Reaktifler

Kat. No. 1.09217
Gram safranin gozeltisi
Gram boyama yontemi igin

500 ml, 2,51

Ayrica gerekenler:

Kat. No. 1.00567 Lugol gbzeltisi PVP ile stabilize edilmis 11,2,51
Gram renklendirme igin

veya

Kat. No. 1.09261 Lugol gozeltisi (seyreltik iyot-potasyum 11,2,51
iyodir ¢ozeltisi)
Gram boyama yontemi igin

Kat. No. 1.09218 Gram kristal viyole gozeltisi 500 ml, 2,51
Gram boyama yontemi igin
Kat. No. 1.10218 Gram dekolorize gozeltisi 500 ml, 2,51

Gram boyama yéntemi igin

Alternatif olarak:

Tekli reaktiflerin kombinasyonu yerine, boyama kiti 1.11885.0001 kullani-
labilir:

Kat. No. 1.11885.0001
Gram-Color 1 set
Gram boyama yontemi igin boya seti
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Numunelerin hazirlanmasi
Numuneler kalifiye personel tarafindan alinmahdir.

Tavlanmis bir halka kullanarak, numune malzemesini temiz ve yagsiz bir
lama uygulayin. Ardindan materyali ya dogrudan lamin lzerine slrin ya da
once 1-2 damla fizyolojik salin soliisyonu (Ringer sollisyonu) ile karistirin.
Havayla kurutun ve ardindan lami (yayma tarafi yukari bakacak sekilde)
Bunsen brilér alevinin st kismindan (g kez yavasga gegirerek isiyla sabit-
leyin. Daha sonra sogumaya ve boyanmaya birakin.

Havada kurutulmus yaymalar gok dikkatli bir sekilde i1si ile sabitlenmelidir.
Bu, enfeksiyon riskini dnleyerek ve numune materyalinin ¢dziinmesini azal-
tarak, sollsyonlarin ve diger lamlarin kontaminasyonunu azaltir.

Tam numuneler en son teknoloji kullanilarak islem gérmelidir.

Tam numuneler agikga etiketlenmelidir.

Numunelerin alinmasi ve hazirlanmasi igin uygun aletler kullaniimalidir.
Ureticinin uygulama/kullanim talimatlarini izleyin.

ilgili yardimai reaktifleri kullanirken ilgili kullanim talimatlarina uyulmaldir.

Reaktifin hazirlanmasi

Boyama igin kullanilan Gram safranin gozeltisi - Gram boyama ydntemi igin
yoéntemi kullanima hazir oldugundan, solisyonun seyreltilmesi gerekizdir ve
sadece boyama sonucunun ve stabilitenin bozulmasina neden olur.

Prosediir

Boyama hiicresinde boyama

Daldirma ydntemi kullaniliyorsa, Gram kristal viyole gozeltisi 1:3 distile su
ile seyreltilmesi onerilir.

Lamlar solisyonlara daldiriimali ve iginde kisa siire hareket ettirilmelidir;
tek basina basit bir daldirma islemi tek basina yetersiz boyama sonuglari
verecektir.

SolUsyonlarda gereksiz gapraz kontaminasyonlardan kaginmak igin bir énlem
olarak, ayri boyama adimlarindan sonra lamlarin iyice damlamasina izin
verilmelidir.

Optimum bir boyama sonucunu garanti etmek igin belirtilen sirelere uyul-
malidir.

Sabitlenmis yaymali lam

Gram kristal viyole gozeltisi 1:30 dk
Akan musluk suyu 30 sn
Lugol gozeltisi* 3 dk
Akan musluk suyu 20 sn
Gram dekolorize gozeltisi** 5-10sn
Akan musluk suyu 30 sn
Gram safranin gozeltisi 1 dk
Akan musluk suyu 1 dk

Hava ile kurutun (6rn. gece boyunca veya kurutma kabininde 50°C’de)

* 3 galismadan sonra Lugol gozeltisi filtreleyin
** 5 calistirmadan sonra Gram dekolorize gozeltisi atin

Boyama rafinda boyama

Sabitlenmis yaymali lam

Gram kristal viyole gozeltisi | timdiyle kapatin ve tepki- 1 dk
meye birakin

Lugol gozeltisi kisa slire durulayin

tumuyle kapatin ve tepki- 1 dk
meye birakin

Lugol gozeltisi

Distile su dikkatle yikayin 5sn
Gram dekolorize gozeltisi lamlari, daha fazla boya 10 - 15sn
bulutu olusmayincaya ve
yayma gri-mavi bir renk
alincaya kadar dikkatle
déndirin
Distile su dikkatle yikayin 5 sn
Gram safranin gozeltisi tumuyle kapatin ve tepki- 1 dk
meye birakin
Distile su dikkatle yikayin 5sn

Hava ile kurutun (6rn. gece boyunca veya kurutma kabininde 50°C’de)

Bakteriyolojik numunelerin birkag ay siireyle saklanmasi igin susuz montaj
ortami (6rn. Neo-Mount™ veya Entellan™) ve bir lamel ile kapatma &nerilir.
Bunun igin boyanan numuneler gok iyi kurutulmalidir.

Mikroskobik biylUtme > 40x olan boyali lamlarin analizi igin daldirma yagdi
kullanilmasi onerilir.



Otomatik boyama cihazinda boyama

Otomatik boyama sistemlerinde boyama, boyama hicresindeki boyama
protokolline gére yapilabilir.

Sonug
Gram pozitif mikroorganizmalar
Gram negatif mikroorganizmalar

mavi-viyole
pembe ila kirmizi

Sorun giderme
Yayma numunelerinin fiksasyonu

Numunelerin bulasici potansiyelini ve bakterilerin daha fazla cogalmasini
Onlemek igin bir Bunsen briléri veya bir isitma kabini kullanilarak yeterli
derecede isI fiksasyonu sarttir.

Gram pozitif bakterilerde boyanma yok

Gram boyama prosedurintn kritik asamasi, yaymanin kalinligindan et-
kilenebilecek olan renk giderme asamasidir. Ayrica, taze bir renk giderici
sollisyon ylksek dizeyde reaktif oldugundan sonucun dikkatle degerlendi-
rilmesi gerekir. Renk giderme adimi sirasinda kullanici protokolde agiklanan
inklibasyon sirelerine harfiyen bagli kalmalidir, aksi takdirde yanlis negatif
sonuglar ortaya gikabilir.

Teknik notlar

Kullanilan mikroskop, bir tibbi tani laboratuvarinin gereksinimlerini karsila-
malidir.

Otomatik boyama sistemleri kullanirken litfen sistem ve yazilim tedarikgisi
tarafindan verilen kullanim talimatlarina uyun.

Doldurmadan 6nce fazla daldirma yagini gikarin.

Analitik performans karakteristikleri

“Gram safranin ¢ozeltisi”, bu Kullanma Kilavuzunun “Sonug” bélimiinde de
acgiklandigi gibi biyolojik yapilari boyar ve goérsellestirir. Uriintn kullanimi
sadece yetkili ve kalifiye kisiler tarafindan gergeklestirilmelidir ve buna
numune ve reaktif hazirlama, numune ellegleme, uygun kontrollere iliskin
kararlar ve daha fazlasi dahildir.

Uriiniin analitik performansi, her bir iretim partisinin test edilmesiyle onay
lanmistir. Uluslararasi laboratuvarlar arasi testlere diizenli olarak basaril
katilim, analitik 6zgullik ve tekrarlanabilirlik agisindan ek ve bagimsiz bir
dogrulama saglar.

Su boyalar igin Grintn 6zgilligu, duyarliid ve tekrarlanabilirligi agisindan
analitik performans %100 oraninda dogrulandi:

Testler Testler Test Igi Test ici
Arasi Oz- Arasi Du- Ozgdllak Duyarhhk
gullik yarlihk
Gram boyama
Gram pozitif mik- 20/20 20/20 7/7 7/7
roorganizmalar
Gram negatif 20/20 20/20 7/7 7/7
mikroorganizmalar

Analitik performans sonuglari

Test igi (ayni parti Gzerinde gergeklestirilen) ve testler arasi (farkli partiler
Gzerinde gergeklestirilen) veriler, yapilan test sayisina goére dogru sekilde
boyanmis yapilarin sayisini listeler.

Klinik performans karakteristikleri

Gram safranin gozeltisi klinik ortamlarda onlarca yildir gok sayida uygula-
mada basariyla kullaniimaktadir.

Ozellikle Gram safranin gdzeltisi klinik performansi, kurum igi bir calismada
sollisyonun duyarhhgi ve 6zgulltgu olgllerek belirlendi:

Gram pozitif mikroorganizmalar

Gram boyama

Duyarlihk 14/15

Ozgullik 15/15

Duyarlilk: 15 numuneden 14'U: %93,3
Ozgullik: 15 numuneden 15'i: %100

Gram negatif mikroorganizmalar

Gram boyama

Duyarlihk 15/15

Ozgulliik 15/15

Duyarlihk: 15 numuneden 15'lG: %100
Ozgullik: 15 numuneden 15'i: %100

Bu Performans Dederlendirmesinin sonuglari, Grinin amaglanan kullanima
uygun oldugunu ve glvenilir sekilde galistigini dogrular.

Ancak boyama sonuglarinin tanisal yorumu, hasta anamnezi, morfolojisi,
uygun kontrollerin kullanimi ve uygunsa ek tani testleri dikkate alinarak
kalifiye ve yetkili profesyoneller tarafindan yapilmalidir. Bu yéntem, insan
teshislerinde tamamlayici olarak kullanilabilir.
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Tanilama

Tanilama sadece yetkili ve kalifiye personel tarafindan yapilmalidir.
Gegerli isimlendirmeler kullaniimalidir.

Bu yontem, insan teshislerinde tamamlayici olarak kullanilabilir.

Daha ileri testler, taninmis yéntemlere gore segilmeli ve uygulanmalidir.

Hatali bir sonugtan kaginmak igin her uygulamayla birlikte uygun kontroller
gergeklestirilmelidir.

Boyama seti Gram pozitif bakteriler ve Gram negatif bakterilerle kontrol
edilebilir.

18-24 saatlik inkiibasyondan sonra bir kiltlr ortamindan alinan bakteriler
kullaniimalidir.

Saklama

Gram safranin gozeltisi - Gram boyama ydntemi igin +15°C ila +25°C'de
saklayin.

15 °C'nin altindaki sicakliklarda, boyama sollsyonlarinda renkli bir gokelti
olusabilir. Cokelme meydana gelirse, siseyi yaklasik 2-3 saat slreyle

60 °C’de su banyosuna yerlestirin. Bu, gokeltinin cogunu yeniden ¢bzecektir.
Ardindan, boyama soltisyonlarini bir kagit filtreden stztn.

Raf omrii

Gram safranin gozeltisi - Gram boyama ydntemi igin, belirtilen son kullanma
tarihine kadar kullanilabilir.

Sisenin ilk agilisindan sonra, igerigi +15 °C ile +25 °C arasinda saklandigin-
da belirtilen son kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

Siseler her zaman sikica kapali durumda tutulmalidir.

Kapasite
yakl. 250 boyama / 500 ml

Diger talimatlar

Yalnizca profesyonel kullanim igindir.

Hatalardan kaginmak igin uygulama sadece kalifiye personel tarafindan
yapiimahdir.

Is guivenligi ve kalite guivencesi ile iligli ulusal yonergelere uyulmaldir.
Standarda uygun sekilde donatiimis mikroskoplar kullaniimalidir.
Gerekirse tibbi tani laboratuvarina uygun standart bir santriftij kullanin.

Enfeksiyona karsi korunma

Laboratuvar yonergeleri dogrultusunda, enfeksiyona karsi korunmak igin
etkili 6nlemler alinmalidir.

imha talimatlan

Paket, yurirlikteki imha yénergelerine uygun sekilde imha edilmelidir.
Kullanilmig ve raf 6mri dolmus olan solusyonlar yerel yénergelere uygun
sekilde 6zel atik olarak atilmalidir. Imha ile ilgili bilgiler, )
www.microscopy-products.com adresinde “Mikroskopi Uriinlerinin Imhasina
Tliskin Ipuglan” Hizh Baglantisi altinda verilmistir. AB icinde su anda, mad-
delerin ve karisimlarin siniflandirilmasi, etiketlenmesi ve paketlenmesine
iliskin olarak, 67/548/EEC ve 1999/45/EC Ydénergelerinin degistiriimesi ve
yurirlikten kaldirlmasi ve 1907/2006 Sayil Yonetmeligin (EC) degistirilme-
si ile, 1272/2008 Sayil (AT) YONETMELIK gegerlidir.

Yardimci reaktifler

Kat. No. 1.00567 Lugol gbzeltisi Gram renklendirme igin 11, 2,51
PVP ile stabilize edilmis

Kat. No. 1.04699 immersiyon yagi 100 ml'lik dam-
mikroskopi igin latma sisesi,

100 ml, 500 ml

Kat. No. 1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,

hizli destek besiyeri 11
mikroskopi igin
Kat. No. 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml'lik dam-
susuz destek besiyeri latma sisesi,
mikroskopi igin 500 ml
Kat. No. 1.09218 Gram kristal viyole gozeltisi 500 ml, 2,51
Gram boyama yéntemi igin
Kat. No. 1.09261 Lugol gozeltisi (seyreltik iyot-}potasyum 11, 2,51
iyodir goOzeltisi)
Gram boyama ydntemi igin
Kat. No. 1.10218 Gram dekolorize gozeltisi
Gram boyama ydntemi igin
Kat. No. 1.11885 Gram-Color 1 set
Gram boyama ydntemi igin boya seti

500 ml, 2,51

Tehlike siniflandirmasi
Kat. No. 1.09218

Lutfen etikette yazili olan tehlike siniflandirmasina ve guvenlik bilgi formun-
da verilen bilgilere uyun.
Guvenlik bilgi formu web sitesinde ve talep lzerine mevcuttur.

Uriiniin ana bilesenleri
Kat. No. 1.09218

C.I. 50240 1,8 g/l
11 = 0,98 kg



Genel agiklama

Bu cihazin kullanimi sirasinda veya kullaniminin bir sonucu olarak ciddi bir
olay meydana gelirse, litfen bunu Ureticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve
ulusal makaminiza bildirin.

Literatiir

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

3. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Alevlenir sivi ve buhar.

P210: Isidan/kivilcimdan/alevden/sicak ylzeylerden uzak tutun. - Sigara
icilmez.

P233: Kabi sikica kapah tutun.

P240: Kabi ve alici ekipmani toprada oturtun ve baglayin.

P241: Patlamaya dayanikh elektrikli/ havalandirma/ isiklandirma ekipman
kullanin.

P242: Ates almayan aletler kullanin.
P243: Statik bosalmaya karsi dnleyici tedbirler alin.

Revizyon Gegmisi

Siiriim Degisiklik Yorumu

2024-Jul-23 Revizyon Gegmisi girisiyle birlikte ilk stram.
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