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Intended purpose

This “Gram-Color - stain set 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 kit that when used together with other in vitro diagnostic products
from our portfolio makes bacterial target structures evaluable for diagnos-
tic purposes (Gram-positive or Gram-negative bacteria) by fixing, stain-
ing, counterstaining, mounting in bacteriological specimen materials, e. g.
smears of body fluids.

The Gram-Color 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
automated 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. 1.11885.0001
Gram-Color
stain set for the Gram staining method

Package components:
The staining kit contains

Reagent 1: Crystal violet solution 500 ml
Reagent 2: Lugol’s solution, stabilized 500 ml
Reagent 3 = 4: Decolorizing solution each 500 ml
Reagent 5: Safranine solution 500 ml

Single reagents

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

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

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

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

Cat. No. 1.10218 Gram’s decolorizing solution 500 ml, 2.5 1
for the Gram staining method

Cat. No. 1.09217 Gram'’s safranine solution 500 ml, 2.51

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 reagents of the Gram-Color - stain set for the Gram staining method
used for staining are ready-to-use, dilution of the solutions (except for
reagent 1 for staining in the cell - see “Procedure”) is not necessary.

Procedure

Staining in the staining cell

It is recommended to dilute the reagent 1 (crystal violet solution) 1:3 with
distilled 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
Reagent 1 (crystal violet solution) 1:30 min
Running tap water 30 sec
Reagent 2 (Lugol’s solution, stabilized)* 3 min
Running tap water 20 sec
Reagent 3 or 4 (decolorizing solution)** 5-10 sec
Running tap water 30 sec
Reagent 5 (safranine solution) 1 min
Running tap water 1 min
Air-dry (e. g. over night or at 50 °C in the drying cabinet)

* filter reagent 2 (Lugol’s solution, stabilized) after 3 runs

** discard reagent 3 or 4 (decolorizing solution) after 5 runs

Staining on the staining rack
Slide with fixed smear
Reagent 1 (crystal violet cover completely and leave 1 min
solution) to react
Reagent 2 (Lugol’s solution, | rinse briefly
stabilized)
Reagent 2 (Lugol’s solution, | cover completely and leave 1 min
stabilized) to react
Distilled water wash carefully 5 sec
Reagent 3 or 4 (decolorizing | carefully swirl the slides un- | 10 - 15 sec
solution) til no further clouds of dye

are produced and the smear
takes on a grey-blue color

Distilled water wash carefully 5 sec
Reagent 5 (safranine solu- cover completely and leave 1 min
tion) 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 bacteriological speci-
mens for several months. For this purpose, the stained specimens 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-Color - Stain set” stains and thereby visualizes biological structures,
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
production batch.

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 16/16 16/16 6/6 6/6

microorganisms

Gram-negative 16/16 16/16 6/6 6/6
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-Color - Stain set has been successfully used in the clinical setting
for decades in a high number of applications.

The clinical performance of the Gram-Color - Stain set in particular was de-
termined 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 %

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.
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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-Color - stain set 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-Color - stain set 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
The package is sufficient for up to 250 applications.

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. 1.09217 Gram'’s safranine solution 500 ml, 2.51
for the Gram staining method
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-potassium 11, 2.5 |
iodide solution)
for the Gram staining method
Cat. No. 1.10218 Gram’s decolorizing solution
for the Gram staining method

500 ml, 2.5 1

Hazard classification
Cat. No. 1.11885.0001

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 products
Cat. No. 1.11885.0001
Reagent 1 or Cat. No. 1.09218

C.I. 42555 10 g/I
CgHsOH 4 g/l
11 = 0.99 kg

Reagent 2 or Cat. No. 1.00567

PVP-Iodine 50 g/I
KI 10 g/
11 = 1.02 kg

Cat. No. 1.09261

I, 3.4 g/l
Kl 6.8 g/l
11 = 1.01 kg

Reagent 3/4 or Cat. No. 1.10218

C,H,O 634 g/l
C;HsO 159 g/I
11 = 0.79 kg

Reagent 5 or 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.
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3. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
Grof3, Thieme 2009, 2. Auflage

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

H225: Highly flammable liquid and vapor.

H318: Causes serious eye damage.

H336: May cause drowsiness or dizziness.

H412: Harmful to aquatic life with long lasting effects.

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.
P273: Avoid release to the environment.

P280: Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face
protection.

P305 + P351 + P338: IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several
minutes. Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue
rinsing.

Reagent 1:
H226: Flammable liquid and vapor.
H412: Harmful to aquatic life with long lasting effects.

Reagent 2:
H318: Causes serious eye damage.
H412: Harmful to aquatic life with long lasting effects.

Reagent 3/4:

H225: Highly flammable liquid and vapor.
H319: Causes serious eye irritation.
H336: May cause drowsiness or dizziness.

Reagent 5:
H226: Flammable liquid and vapor.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All Rights Reserved. Merck and
Sigma-Aldrich are trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany. All other trademarks are the property
of their respective owners. Detailed information on trademarks is available via publicly available resources.
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Farbeset fir die Gram-Farbung

Nur fiir professionelle Anwendung

|VD In vitro Diagnostikum c €

Zweckbestimmung

Das vorliegende ,,Gram-Color - Férbeset fiir die Gram-Farbung" wird fur die
human-medizinische Zelldiagnostik verwendet und dient der bakteriologi-
schen Untersuchung von Proben humanen Ursprungs. Es handelt sich um
ein gebrauchsfertiges Farbeset, welches 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
Koérperflissigkeiten, fir die Diagnostik auswertbar macht.

Die Gram-Color Lésungen sind modifiziert und so konzipiert, dass sowohl in
Farbeklivetten, auf der Farbebank als auch in Farbeautomaten gefarbt
werden kann.

Ungefarbte 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. Fir eine abschlieBende
Diagnostik sind weiterfiihrende Tests nach anerkannten, validen Methoden
durchzuftihren.

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-
enzellwdnde bestimmt.

Die Bakterien werden in der Gram-Farbung mit Kristallviolett, einem
Anilinfarbstoff, angefarbt. Nach der Behandlung mit Iodlésung (Lugols
Lésung) entsteht ein Farbstoff-Iod-Komplex. Das mehrschichtige Murein-
gerist der Zellwédnde Gram-positiver Bakterien verhindert das Auswaschen
des Farbstoff-Iod-Komplexes beim Entfarbeschritt, die Bakterien bleiben
blauviolett gefarbt.

Im Gegensatz dazu haben Gram-negative Bakterien eine Zellwand aus
einem einschichtigen Mureingertst, sie geben daher mit der Entfarbelésung
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), Spulfllssig-
keiten, Imprinte, Erglsse, Eiter, Exsudate, flissige und feste Kulturen

Reagenzien

Art. 1.11885.0001
Gram-Color
Farbeset flir die Gram-Farbung

Bestandteile der Packung:
Das Farbeset enthalt

Reagenz 1: Kristallviolettldsung 500 ml
Reagenz 2: Lugols Ldsung, stabilisiert 500 ml
Reagenz 3 = 4: Entfarbeldsung je 500 ml
Reagenz 5: Safraninlésung 500 ml
Einzelreagenzien

Anstatt des Farbesets 1.11885.0001 kann die Kombination folgender Rea-
genzien verwendet werden:

Art. 1.09218 Grams Kristallviolettlésung 500 ml, 2,51
fur die Gram-Farbung
Art. 1.00567 Lugols Lésung stabilisiert mit PVP 11,251

fur die Gram-Farbung

Art. 1.09261 Lugols Lésung (verdinnte Iod-Kaliumiodilésung) 11, 2,51
fur die Gram-Farbung

Art. 1.10218 Grams Entfarbelésung 500 ml, 2,51
fur die Gram-Farbung

Art. 1.09217 Grams Safraninlésung 500 ml, 2,51

fir die Gram-Férbung

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 verwendeten Reagenzien des Gram-Color - Farbeset fir die
Gram-Farbung sind gebrauchsfertig, das Verdiinnen der Lésungen (auBer
Reagenz 1 bei Farbung in der Kiivette - siehe ,Durchfiihrung™) ist nicht
notwendig.

Durchfiihrung

Farbung in der Farbekiivette

Bei Farbung im Eintauchverfahren empfiehlt sich eine Verdiinnung des Rea-
genzes 1 (Kristallviolettldsung) mit Aqua dest. im Verhaltnis 1:3.

Die Objekttrdger miissen in die Lésungen eingetaucht und bewegt werden,
einfaches Hineinstellen ergibt ungenligende Farbeergebnisse.

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

Fur ein optimales Farbeergebnis sollten die angegebenen Zeiten eingehalten
werden.

Objekttrager mit fixiertem Ausstrich

Reagenz 1 (Kristallviolettlésung) 1:30 min
FlieBendes Leitungswasser 30 sec
Reagenz 2 (Lugols Lésung, stabilisiert)* 3 min
FlieBendes Leitungswasser 20 sec
Reagenz 3 oder 4 (Entfarbeldsung)** 5-10 sec
FlieBendes Leitungswasser 30 sec
Reagenz 5 (Safraninlésung) 1 min
FlieBendes Leitungswasser 1 min
Lufttrocknen (z.B. Giber Nacht oder bei 50 °C im Trockenschrank)

* Reagenz 2 (Lugols Lésung, stabilisiert) nach 3 Durchgangen filtrieren
** Reagenz 3 oder 4 (Entfarbeldsung) nach 5 Durchgdngen verwerfen

Farbung auf der Farbebank

Objekttrager mit fixiertem Ausstrich
Reagenz 1 (Kristallviolett- vollstéandig bedecken und 1 min
I6sung) einwirken lassen
Reagenz 2 (Lugols Lésung, kurz absptlen
stabilisiert)
Reagenz 2 (Lugols Lésung, vollsténdig bedecken und 1 min
stabilisiert) einwirken lassen
Aqua dest. vorsichtig waschen 5 sec
Reagenz 3 oder 4 (Entfarbe- | Objekttrdger vorsichtig 10 - 15 sec
|6sung) schwenken bis keine Farb-
wolken mehr abgehen und
der Ausstrich graublau
erscheint
Aqua dest. vorsichtig waschen 5 sec
Reagenz 5 (Safraninlésung) | vollstandig bedecken und 1 min
einwirken lassen
Aqua dest. vorsichtig waschen 5 sec
Lufttrocknen (z.B. lber 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.

Fur die Analyse von geférbten Préparaten 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 Farbekuvette
durchgefiihrt 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 infektiose Potential der Préparate 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 Entfarbeldsung 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 kdonnten.

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.

Uberschissiges Immersionsdl ist vor dem Archivieren zu entfernen.

Analytische Leistung

Das vorliegende ,,Gram-Color - Férbeset" 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.

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 16/16 16/16 6/6 6/6
Mikroorganismen
Gram-negative 16/16 16/16 6/6 6/6
Mikroorganismen

Analytische Leistungsparameter

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

Klinische Leistung

Das Gram-Color - Farbeset wird seit Jahrzehnten erfolgreich im klinischen
Umfeld in einer hohen Zahl von Anwendungen genutzt.

Die klinische Leistung des Gram-Color - Férbeset im Besonderen wurde
durch die Ermittlung ihrer Sensitivitét und Spezifitdt im Rahmen einer In-
house Studie ermittelt:

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

Die diagnostische Interpretation der Férbeergebnisse 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
durchzufihren.

Geeignete Kontrollen sollten bei jeder Anwendung mitgeftihrt 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

Gram-Color - Farbeset fir 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 Farbstoffniederschldggen 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 Farbstoffniederschldage wieder auf. Die
Farbeldsungen sind anschlieBend durch ein Papierfilter zu filtrieren.

Haltbarkeit

Gram-Color - Farbeset fir die Gram-Féarbung 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
Die Packung ist flr bis zu 250 Anwendungen ausreichend.

Gebrauchshinweise

Nur fiir professionelle Anwendung.

Um Fehler zu vermeiden, ist die Anwendung von Fachpersonal durchzufiihren.
Nationale Richtlinien fir Arbeitssicherheit und Qualitatssicherung 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 glltigen 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 fiir Mikroskopie-Produkte" auf
www.Mikroskopie-Produkte.com angefordert werden. Innerhalb der EU gilt
die VERORDNUNG (EG) Nr. 1272/2008 Uber 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.

Gram-Farbung

Sensitivitat 14/15

Spezifitat 15/15

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

Gram-negative Mikroorganismen

Gram-Farbung

Sensitivitat 15/15

Spezifitat 15/15

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

Hilfsreagenzien

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

Art. 1.04699 Immersionsol 100-ml-Tropf-
fir die Mikroskopie flasche, 100 ml,

500 ml

Art. 1.07961 Entellan™ Neu 100 ml, 500 ml,
Schnelleindeckmittel 11
fur die Mikroskopie

Art. 1.09016 Neo-Mount™ 100-ml-Tropf-
wasserfreies Eindeckmittel fur die flasche, 500 ml
Mikroskopie

Art. 1.09217 Grams Safraninlésung 500 ml, 2,51
fir die Gram-Farbung

Art. 1.09218 Grams Kristallviolettlésung 500 ml, 2,51
fir die Gram-Farbung

Art. 1.09261 Lugols Lésung (verdinnte Iod-Kalium- 11,2,51
iodidlésung)
fir die Gram-Farbung

Art. 1.10218 Grams Entférbeldsung 500 ml, 2,51

fir die Gram-Farbung



Gefahrstoffeinstufung
Art. 1.11885.0001

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

Hauptbestandteile der Produkte
Art. 1.11885.0001
Reagenz 1 oder Art. 1.09218

C.I. 42555 10 g/l
C¢HsOH ag/l
11 = 0,99 kg

Reagenz 2 oder Art. 1.00567

PVP-Iod 50 g/l
KI 10 g/l
11 = 1,02 kg

Art. 1.09261
I, 3
Kl 6,
11 = 1,01 kg

Reagenz 3/4 oder Art. 1.10218

C,H:O 634 g/l
C;HO 159 g/I
11 = 0,79 kg

Reagenz 5 oder Art. 1.09217
C.I. 50240 1,8 g/l
11 = 0,98 kg

Allgemeiner Hinweis

Wenn wéahrend oder infolge des Gebrauchs ein schwerwiegender Vorfall
aufgetreten ist, melden Sie diesen bitte dem Hersteller und / oder seinem
Bevollméchtigten und Ihrer nationalen Behérde.
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H225: Flissigkeit und Dampf leicht entzlindbar.

H318: Verursacht schwere Augenschaden.

H336: Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.

H412: Schadlich fir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

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

P233: Behalter dicht verschlossen halten.
P240: Behalter und zu beflllende Anlage erden.
P273: Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P280: Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichtsschutz
tragen.

P305 + P351 + P338: BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Mdéglichkeit entfernen. Weiter spilen.

Reagenz 1:
H226: Flissigkeit und Dampf entziindbar.
H412: Schadlich fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

Reagenz 2:
H318: Verursacht schwere Augenschaden.
H412: Schadlich fir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

Reagenz 3/4:

H225: Flissigkeit und Dampf leicht entzlindbar.

H319: Verursacht schwere Augenreizung.

H336: Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.

Der Unternehmensbereich Life Science von Merck tritt in den USA und in Kanada als
MilliporeSigma auf.

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland und/oder Tochterunternehmen. Alle Rechte vorbehalten.
Merck und Sigma-Aldrich sind Marken der Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland. Alle anderen Marken sind
Eigentum der jeweiligen Inhaber. Ausfiihrliche Informationen zu Markennamen sind Uber 6ffentlich
zugangliche Informationsquellen erhaltlich.
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Reagenz 5:

H226: Flissigkeit und Dampf entziindbar.
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1.11885.0001 |REF
Microscopie

Gram-Color
Set de coloration pour la coloration de Gram

Réservé a une utilisation professionnelle

|VD Dispositif médical de diagnostic in vitro c €

Objectif prévu

Le présent « Gram-Color - Set de coloration pour la coloration de Gram »
est utilisé pour le diagnostic cellulaire dans la médecine humaine et sert

a I'examen bactériologique d’échantillons d’origine humaine. C’est un kit
de coloration prét a I'emploi, qui est utilisé conjointement avec d’autres
diagnostics in vitro de notre portefeuille pour rendre des structures bacté-
riennes cibles analysables pour le diagnostic (les bactéries Gram-positives
ou Gram-négatives) par fixation, coloration, contre-coloration, montage
dans des épreuves bactériologiques, telles que les frottis de liquides corpo-
rels, p.ex.

Les solutions Gram-Color 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 I'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. 1.11885.0001
Gram-Color
Set de coloration pour la coloration de Gram

Composition d’emballage :
Le kit de coloration contient

Réactif 1 : Violet cristallisé en solution 500 ml
Réactif 2 : Solution de Lugol, stabilisée 500 ml
Réactif 3 = 4 : Solution de décoloration 500 ml chacun
Réactif 5 : Safranine en solution 500 ml

Réactifs individuels

Une combinaison des réactifs suviants peut étre utilisée a la place du kit de

coloration 1.11885.0001 :

Art. 1.09218 Violet cristallisé en solution selon Gram
pour la coloration selon Gram

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

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

500 ml, 2,51

Art. 1.10218 Solution de décoloration selon GRAM 500 ml, 2,51
pour la coloration selon Gram
Art. 1.09217 Safranine en solution selon Gram 500 ml, 2,51

pour la coloration selon Gram

FR

www.sigmaaldrich.com

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. II 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 |'air doivent étre soigneusement fixés a la chaleur.

Les frottis séchés a l'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 prélévement 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

Les réactifs de Gram-Color - Set de coloration pour la coloration de Gram uti-
lisées sont prétes a I'emploi ; il n‘est pas nécessaire de diluer les solutions
(a I'exception du réactif 1 lors de la coloration dans la cuve ; cf. « Mode
opératoire »).

Mode opératoire
Coloration dans la cuve de coloration

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

1l est nécessaire de plonger et de déplacer les lames porte-objets dans les solu-
tions ; une simple introduction donne des résultats de coloration insuffisants.
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

Réactif 1 (violet cristallisé en solution) 1:30 minute

Eau du robinet courante 30 secondes

Réactif 2 (solution de Lugol, stabilisée)* 3 minutes

Eau du robinet courante 20 secondes

Réactif 3 ou 4 (solution de décoloration)** 5 - 10 secondes

Eau du robinet courante 30 secondes

Réactif 5 (safranine en solution) 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 le réactif 2 (solution de Lugol, stabilisée)
** jeter aprés cing passages le réactif 3 ou 4 (solution de décoloration)

Coloration sur le banc de coloration

Porte-objet avec frottis fixé
Réactif 1 (violet cristallisé recouvrir completement et 1 minute
en solution) laisser agir
Réactif 2 (solution de Lugol, | rincer brievement
stabilisée)
Réactif 2 (solution de Lugol, | recouvrir complétement et 1 minute
stabilisée) laisser agir
Eau distillée laver avec précaution 5 secondes
Réactif 3 ou 4 (solution de agiter le porte-objet avec 10 - 15
décoloration) 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
Réactif 5 (safranine en recouvrir complétement et 1 minute
solution) 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

« Gram-Color - Set de coloration » 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
échantillons et des réactifs, la prise de décisions en matiére de contréles
appropriés et autres.

La performance analytique du produit est confirmée via I'analyse de chaque
lot de production.

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 16/16 16/16 6/6 6/6
Gram-positives
Microorganismes 16/16 16/16 6/6 6/6

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

Le Gram-Color - Set de coloration a été utilisé avec succés dans le contexte
clinique pendant des décennies dans un grand nombre d’applications.

La performance clinique du Gram-Color - Set de coloration en particulier

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 %
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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 controle, 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 Gram-Color - Set de coloration pour la coloration de 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 Gram-Color - Set de coloration pour la coloration de 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
L'emballage suffit jusqu’a 250 applications.

Remarques sur l'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 critéres.

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. 1.09217 Safranine en solution selon Gram 500 ml, 2,51
pour la coloration selon Gram
Art. 1.09218 Violet cristallisé en solution selon Gram 500 ml, 2,51

pour la coloration selon Gram

Art. 1.09261 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

500 ml, 2,51



Classification des matiéres dangereuses
Art. 1.11885.0001

Tenir compte de la classification des matiéres dangereuses indiquées sur
|’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 des produits
Art. 1.11885.0001
Réactif 1 ou art. 1.09218

C.I. 42555 10 g/l
C¢HsOH ag/l
11 = 0,99 kg

Réactif 2 ou art. 1.00567

PVP-Iod 50 g/l
KI 10 g/l
11 = 1,02 kg

Art. 1.09261
L 3
Kl 6,
11 = 1,01 kg

Réactif 3/4 ou art. 1.10218

C,H,O 634 g/l
CyH,O 159 g/I
11 = 0,79 kg

Réactif 5 ou 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.
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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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
Grof3, Thieme 2009, 2. Auflage

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

H225 : Liquide et vapeurs tres inflammables.
H318 : Provoque de graves lésions des yeux.
H336 : Peut provoquer somnolence ou vertiges.

H412 : Nocif pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a
long terme.

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.

P273 : Eviter le rejet dans I'environnement.

P280 : Porter des gants de protection/ des vétements de protection/ un
équipement de protection des yeux/ du visage.

P305 + P351 + P338 : EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX: Rincer avec
précaution a I'eau pendant plusieurs minutes. Enlever les lentilles de
contact si la victime en porte et si elles peuvent étre facilement enlevées.
Continuer a rincer.

Réactif 1 :
H226 : Liquide et vapeurs inflammables.

H412 : Nocif pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a
long terme.

Réactif 2 :
H318 : Provoque de graves lésions des yeux.

H412 : Nocif pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a
long terme.

Réactif 3/4 :
H225 : Liquide et vapeurs tres inflammables.

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

© 2025 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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H319 : Provoque une sévere irritation des yeux.

H336 : Peut provoquer somnolence ou vertiges.

Réactif 5 :
H226 : Liquide et vapeurs inflammables.
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révisions

2024-Jul-24 V.2 | Pas de changement dans la traduction en frangais
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1.11885.0001 (REF
Microscopia

Gram-Color
Equipo de tincidén para la tinciéon de Gram

Solamente para uso profesional

|VD Producto sanitario para diagndstico in vitro c €

Finalidad prevista

El presente “Gram-Color - Equipo de tincion para la tincion de Gram” es
utilizado para el diagndstico celular en la medicina humana, se emplea en
el examen bacterioldgico de muestras de origen humano. Se trata de un kit
de tincion listo para el uso que, junto con otros materiales de diagnostico in
vitro pertenecientes a nuestra cartera, hace evaluables determinadas para
el diagnodstico estructuras de destino bacterianas (bacterias Gram positi-
vas y Gram negativas) mediante fijacidn, tincion, contratincién, montaje)
en material de examen bacterioldgico, como pueden ser frotis de liquidos
corporales.

Las soluciones de Gram-Color estan modificadas e ideadas de tal manera
que la tincion pueda ser realizada tanto en cubetas de tincién 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
diagndstico final deben realizarse pruebas mas complejas segin métodos
reconocidos y validos.

Principio
El método de tincién de Gram permite realizar con rapidez una diferencia-
cién 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 solucidon de yodo
(soluciéon 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 solucién de descoloracion. Las bacterias Gram
negativas son tefiidas de color rosa a rojo por medio de una contratincién
con solucién de safranina.

Material de las muestras

Frotis de material bacteriolégico 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 soélidos

Reactivos

Art. 1.11885.0001
Gram-Color
Equipo de tincidn para la tincion de Gram

Componentes del envase:
El kit de tincion contiene

Reactivo 1: Violeta cristal en solucion 500 ml
Reactivo 2: Solucién de Lugol, estabilizada 500 ml
Reactivo 3 = 4: Solucion decolorante 500 ml en cada caso
Reactivo 5: Safranina en solucion 500 ml

Reactivos individuales

En lugar del kit de tincion 1.11885.0001 puede utilizarse también una com-
binacién de los siguientes reactivos:

Art. 1.09218 Violeta cristal en solucién segiin Gram 500 ml, 2,51
para la tincion de Gram

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

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

Art. 1.10218 Solucion decolorante segin Gram 500 ml, 2,5 |
para la tincion de Gram

Art. 1.09217 Safranina en soluciéon segun Gram 500 ml, 2,51

para la tincion de Gram

ES

www.sigmaaldrich.com

Preparacién 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 sédico (solucidén 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 contaminacidn 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
preparacién, 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

Los reactivos del Gram-Color - Equipo de tincion para la tincion de Gram
utilizados para los procesos de tincidn estan listos para el uso, la dilucién de
las soluciones (excepto el reactivo 1 en caso de tincién en la cubeta - ver
“Técnica”) no es necesaria.

Técnica
Tincién en la cubeta de tincion

En caso de tincién por el procedimiento de inmersidn se recomienda diluir el
reactivo 1 (violeta cristal en solucién) con agua destilada en relacion 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 tincidn, deberian respetarse los
periodos indicados.

Portaobjetos con frotis fijado

Reactivo 1 (violeta cristal en solucién) 1:30 minuto

Agua corriente del grifo 30 segundos

Reactivo 2 (solucion de Lugol, estabilizada)* 3 minutos

Agua corriente del grifo 20 segundos

Reactivo 3 o0 4 (solucién decolorante)** 5 - 10 segundos

Agua corriente del grifo 30 segundos

Reactivo 5 (safranina en solucion) 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 el reactivo 2 (solucién de Lugol, estabilizada) después de 3 ciclos
** desechar el reactivo 3 0 4 (solucidon decolorante) después de 5 ciclos

Tincién en el banco de tincion

Portaobjetos con frotis fijado
Reactivo 1 (violeta cristal en | cubrir completamente y 1 minuto
solucién) dejar actuar
Reactivo 2 (soluciéon de enjuagar brevemente
Lugol, estabilizada)
Reactivo 2 (soluciéon de cubrir completamente y 1 minuto
Lugol, estabilizada) dejar actuar
Agua destilada lavar con cuidado 5 segundos
Reactivo 3 o0 4 (solucién mover el portaobjetos con 10 - 15
decolorante) cuidado hasta que ya no se segundos
desprendan nubes de color
y el frotis tenga un aspecto
gris azulado
Agua destilada lavar con cuidado 5 segundos
Reactivo 5 (safranina en cubrir completamente y 1 minuto
solucién) dejar actuar
Agua destilada lavar con cuidado 5 segundos
Secar al aire (p.ej. durante la noche o a 50 °C en el armario de secado)




Para el almacenamiento de preparados bacterioldgicos durante varios
meses se recomienda el montaje con medios de montaje anhidros (p.€j.
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.

Tincién en el aparato automatico de tincién

La tincién 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 tincién 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 diagnostico médico.

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

Eliminar el aceite de inmersién en exceso antes de archivar.

Caracteristicas de rendimiento analitico

“Gram-Color - Equipo de tincién” tifie y, por lo tanto, visualiza estructuras
bioldgicas, como se describe en el capitulo “Resultado” de esta instruccion
de uso. Solo deben utilizar el producto personas autorizadas y cualificadas.
Esta utilizacidn incluye, entre otras actividades, la preparacion de mues-
tras y reactivos, la manipulacion de muestras, las decisiones relativas a los
controles adecuados, etc.

El rendimiento analitico del producto se confirma analizando cada lote de
produccién.

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 16/16 16/16 6/6 6/6

Gram positivos

Microorganismos 16/16 16/16 6/6 6/6

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 relacién con el nimero de ensayos realizados.

Caracteristicas de rendimiento clinico

El Gram-Color - Equipo de tincidn se ha usado con éxito en el ambito clinico
durante décadas en un gran ndimero de aplicaciones.

El rendimiento clinico del Gram-Color - Equipo de tincidén en particular se de-
terminé estableciendo su sensibilidad y especificidad en un estudio interno:

Microorganismos Gram positivos

Tincion de Gram

Sensibilidad 14/15

Especificidad 15/15

Sensibilidad: 14 muestras de 15: 93,3 %
Especificidad: 15 muestras de 15: 100 %

Microorganismos Gram negativos

Tincion de Gram

Sensibilidad 15/15

Especificidad 15/15

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

ES
Los resultados de esta evaluacidn 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.

Diagndstico

Los diagnosticos deberdn ser establecidos solamente por personas autoriza-
das y cualificadas.

Deberan emplearse terminologias vigentes.

Este método debe aplicarse complementariamente en el diagnéstico 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 tincion 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 el Gram-Color - Equipo de tincion 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

El Gram-Color - Equipo de tincion para la tincion de Gram puede ser utiliza-
do 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
El envase es suficiente para hasta 250 aplicaciones.

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 vélidas de elimi-
nacién 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 y 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.

Reactivos auxiliares
Art. 1.00567 Solucion de Lugol estabilizada con PVP 11,251
para la tincién 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. 1.09217 Safranina en solucion segin Gram 500 ml, 2,5 |
para la tincién de Gram

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

para la tincién 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
para la tincién de Gram

500 ml, 2,51
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Clasificacion de substancias peligrosas H319: Provoca irritacion ocular grave.

Art. 1.11885.0001 H336: Puede provocar somnolencia o vértigo.
Tener en cuenta la clasificacion de substancias peligrosas en la etiqueta y

las indicaciones en la ficha de datos de seguridad. Reactivo’ > _

La ficha de seguridad esta disponible en el sitio web y a solicitud. H226: Liquidos y vapores inflamables.

Componentes principales de los productos . } .

Art. 1.11885.0001 Historial de revisiones

Reactivo 1 o art. 1.09218 Versién Comentario de modificacion

C.I. 42555 10 g/l — - — - -
CsHsOH 4 g/l 2024-Jul-24 Version inicial con la introduccidn del Historial de
11 = 0,99 kg revisiones

Reactivo 2 o art. 1.00567 2024-Jul-24 V.2 | Sin cambios en la traduccién en espafiol

PVP-Yodo 50 g/l
KI 10 g/
11 = 1,02 kg

Art. 1.09261

Reactivo 3/4 o art. 1.10218

C,H,O 634 g/l
C;HsO 159 g/l
11 = 0,79 kg

Reactivo 5 o 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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GroB, Thieme 2009, 2. Auflage

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

H225: Liquido y vapores muy inflamables.
H318: Provoca lesiones oculares graves.
H336: Puede provocar somnolencia o vértigo.

H412: Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos
duraderos.

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.

P273: Evitar su liberacién al medio ambiente.

P280: Llevar guantes/ ropa de proteccién/ equipo de proteccién para los
ojos/ la cara.

P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuagar
con agua cuidadosamente durante varios minutos. Quitar las lentes de
contacto cuando estén presentes y pueda hacerse con facilidad. Proseguir
con el lavado.

Reactivo 1:
H226: Liquidos y vapores inflamables.
H412: Nocivo para los organismos acuéaticos, con efectos nocivos “ HEF LOT
duraderos.
Observe las Fabricante Ndmero de Cddigo del
Reactivo 2: instrucciones de catalogo lote
. uso
H318: Provoca lesiones oculares graves.
H412: Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos 4
duraderos. /]

Reactivo 3/4: Atencién, observar la do- Utilizable hasta Delimitacién de
eactivo 3/4: cumentacion pertinente AAAA-MM-DD la temperatura

H225: Liquido y vapores muy inflamables.

Status: 2024-Jul-24 V.2

La division Life Science de Merck opera como MilliporeSig en los Unidos y en Canada.
© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Alemania y/o sus filiales. Todos los derechos reservados. Merck y I Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,

Sigma-Aldrich son marcas comerciales de Merck KGaA, Darmstadt, Alemania. Todas las demas marcas Tel. +49(0)6151 72-2440 MERCK

comerciales son propiedad de sus respectivos propietarios. Tiene a su disposicion informacion detallada R R
sobre las marcas comerciales a través de recursos accesibles al publico. www.sigmaaldrich.com
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1.11885.0001 |REF
Microscopia

Gram-Color
Set di colorazione per la colorazione di Gram

Solo per uso professionale

|VD Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Scopo previsto

Il presente “Gram-Color - Set di colorazione per la colorazione di Gram”

& utilizzato per la diagnostica cellulare nell’'uomo e serve per I'esame
batteriologico di campioni di origine umana. E un kit 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, colorazione,
controcolorazione, montaggio nei campioni batteriologici, quali ad esempio
strisci di liquidi corporei.

Le soluzioni Gram-Color sono modificate e concepite in modo da poter ese-
guire la colorazione in cuvette di colorazione, con il rastrello di colorazione
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 e 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. 1.11885.0001
Gram-Color
Set di colorazione per la colorazione di Gram

Componenti della confezione:
Il kit di colorazione contiene

Reattivo 1: Cristallvioletto soluzione 500 ml
Reattivo 2: Soluzione Lugol, stabilizzata 500 ml
Reattivo 3 = 4: Soluzione decolorante 500 ml ciascuna
Reattivo 5: Safranina soluzione 500 ml

Singoli reattivi

Al posto del kit di colorazione 1.11885.0001 pu0 essere utilizzata anche una
combinazione del seguenti reattivi:

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

Art. 1.00567 Soluzione Lugol stabilizzata con PVP 11,251
per la colorazione di Gram

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

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

Art. 1.09217 Safranina soluzione secondo Gram 500 ml, 2,51

per la colorazione di Gram
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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 I'uso.

Preparazione del reattivo

I reattivi di Gram-Color - Set di colorazione per la colorazione di Gram
utilizzati sono pronte all’'uso, non & richiesta la diluizione delle soluzioni (ad
eccezione del reattivo 1 per la colorazione nella cuvetta - v. “Esecuzione”).

Esecuzione

Colorazione nella cuvetta di colorazione

Nella colorazione a immersione si consiglia una diluizione 1:3 del reattivo 1
(cristallvioletto soluzione) 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

Reattivo 1 (cristallvioletto soluzione) 1:30 minuto
Acqua di rubinetto corrente 30 secondi
Reattivo 2 (soluzione Lugol, stabilizzata)* 3 minuti
Acqua di rubinetto corrente 20 secondi
Reattivo 3 0 4 (soluzione decolorante)** 5 - 10 secondi
Acqua di rubinetto corrente 30 secondi
Reattivo 5 (safranina soluzione) 1 minuto
Acqua di rubinetto corrente 1 minuto
é\sci;lgare all’aria (ades. per una notte o a 50 °C nell'armadio di asciuga-
ora

* filtrare dopo 3 passaggi reattivo 2 (soluzione Lugol, stabilizzata)
** sostituire dopo 5 passaggi reattivo 3 0 4 (soluzione decolorante)

Colorazione con rastrello di colorazione

Portaoggetti con striscio fissato
Reattivo 1 (cristallvioletto coprire completamente e 1 minuto
soluzione) lasciar agire
Reattivo 2 (soluzione Lugol, | sciacquare brevemente
stabilizzata)
Reattivo 2 (soluzione Lugol, | coprire completamente e 1 minuto
stabilizzata) lasciar agire
Acqua distillata lavare con precauzione 5 secondi
Reattivo 3 0 4 (soluzione scuotere con delicatezza il 10 - 15
decolorante) portaoggetti fino a quando secondi
non compaiono pitl nuvo-
lette di colore e lo striscio
appare di colore grigio-blu
Acqua distillata lavare con precauzione 5 secondi
Reattivo 5 (safranina solu- coprire completamente e 1 minuto
zione) lasciar agire
Acqua distillata lavare con precauzione 5 secondi
Asciugare all’aria (ades. per una notte o a 50 °C nell’armadio di asciuga-
tora)




Per stoccare i preparati batteriologici per diversi mesi, si raccomanda

il montaggio con un mezzo di montaggio anidro (ades., 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 pud 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
I'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

~Gram-Color - Set di colorazione" colora e pertanto permette di visualizzare
strutture biologiche, come descritto nel capitolo ,Risultato™ di questa IFU.

Il prodotto deve essere utilizzato solo da persone autorizzate e qualifica-
te; 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.

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 16/16 16/16 6/6 6/6
Gram-positivi

Microrganismi 16/16 16/16 6/6 6/6

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.

Caratteristiche delle prestazioni cliniche

Il Gram-Color - Set di colorazione ¢ stato utilizzato con successo in ambito
clinico per decenni in un elevato numero di applicazioni.

In particolare, le prestazioni cliniche del Gram-Color - Set di colorazione
sono state determinate stabilendo la sua sensibilita e specificita in uno
studio interno:

Microrganismi Gram-positivi

Colorazione di Gram

Sensibilita 14/15

Specificita 15/15

Sensibilita: 14 campioni su 15: 93,3 %
Specificita: 15 campioni su 15: 100 %

Microrganismi Gram-negativi

Colorazione di Gram

Sensibilita 15/15

Specificita 15/15

Sensibilita: 15 campioni su 15: 100 %
Specificita: 15 campioni su 15: 100 %
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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 pud essere eseguito con batteri Gram-
positivi e Gram-negativi. Utilizzare allo scopo brodocolture incubate per

18 - 24 ore.

Conservazione

Il Gram-Color - Set di colorazione per la colorazione di Gram va conservato
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

Il Gram-Color - Set di colorazione per la colorazione di Gram puo essere uti-
lizzato entro la 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
La confezione e sufficiente per un massimo de 250 applicazioni.

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 all'imballaggio 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 11,251
per la colorazione di Gram

Art. 1.04699 Olio di immersione
per microscopia

flacone conta-
gocce di 100 ml,
100 ml, 500 ml
Art. 1.07961 Entellan™ Neo 100 ml, 500 ml,
mezzo di montaggio rapido 11
per microscopia
Art. 1.09016 Neo-Mount™ flacone conta-
mezzo di montaggio anidro gocce di 100 ml,
per microscopia 500 ml

Art. 1.09217 Safranina soluzione secondo Gram 500 ml, 2,51
per la colorazione di Gram
Art. 1.09218 Cristallvioletto soluzione sec. Gram 500 ml, 2,51

per la colorazione di Gram

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

Art. 1.10218 Soluzione decolorante secondo Gram
per la colorazione di Gram

500 ml, 2,51



Classificazione di sostanze pericolose
Art. 1.11885.0001

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 dei prodotti
Art. 1.11885.0001
Reattivo 1 o art. 1.09218

C.I. 42555 10 g/l
C4HsOH 4 g/l
11 = 0,99 kg

Reattivo 2 o art. 1.00567

PVP-Iodio 50 g/l
KI 10 g/
11 = 1,02 kg

Art. 1.09261
I, 3
Kl 6,
11 = 1,01 kg

Reattivo 3/4 o art. 1.10218

C,H,O 634 g/l

C;HO 159 g/I
11 = 0,79 kg

Reattivo 5 o art. 1.09217

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

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.

Letteratura

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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GrofB3, Thieme 2009, 2. Auflage

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

H225: Liquido e vapori facilmente inflammabili.

H318: Provoca gravi lesioni oculari.

H336: Puod provocare sonnolenza o vertigini.

H412: Nocivo per gli organismi acquatici con effetti di lunga durata.

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.
P273: Non disperdere nell’lambiente.

P280: Indossare guanti/ indumenti protettivi/ proteggere gli occhi/ proteg-
gere il viso.

P305 + P351 + P338: IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare
accuratamente per parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto se
€ agevole farlo. Continuare a sciacquare.

Reattivo 1:
H226: Liquido e vapori inflammabili.
H412: Nocivo per gli organismi acquatici con effetti di lunga durata.

Reattivo 2:
H318: Provoca gravi lesioni oculari.
H412: Nocivo per gli organismi acquatici con effetti di lunga durata.

Reattivo 3/4:

H225: Liquido e vapori facilmente inflammabili.
H319: Provoca grave irritazione oculare.

H336: Puod provocare sonnolenza o vertigini.

Reattivo 5:
H226: Liquido e vapori infiammabili.
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1.11885.0001 (REF
Mikpookonia

Gram-Color
SET XpWoNG yia Tn pEBodo Xxpwaong kata Gram

lNa enayysAparTikn Xpnon pHovo

|VD In vitro d1ayvwaTIKO 1aTPOTEXVOAOYIKO MPOiov c €

NMpoBAENOHUEVOG OKONOG

To «Gram-Color - €T xpwong yia Tn pEBodo xpwaong kata Gram» Xpnoipo-
MoIEITAl YIa 1aTPIK KUTTapoAoyikr didyvwaon oTov avBpwno kai npoopileral
yia BoKTnpm)\olen dlgpelivnaon UAIKOU 65|yuaToq ovepconlvnq npos)\aucnq
MpokeiTal yia €va £7010 yia XpAON KIT XpWONG nou, 0Tav Xpnoigonoieiral
padi ue aiAa in vitro 6|ayvm0T|Ka npoiovra and To xopToq)u)\aKlo yag, kavel
TIG SOMEG-0TOXO0UG (Gram-BeTika 1 Gram-apvnTikd BakTnpia), o€ UAIKG
BakTnpioAoyik®V SelyHATWY, yia Nnapadelyua enixpionarta cwpaTik®v uypay,
a&loAoynaoipeg yia diayvwaoTikoUg okonoUg, JE JOoVIPonoinan, Xpwaon, avTi-
XPWOoN Kal oTEPEWON.

Ta diaAUpaTa Gram-Color €ival Tpornonoinyéva kal oxediaoPeva Ue TETOIO
TPOMO WOTE N XPWON VA PMNOPEi va npaypaTonolsital aTto KUTTapo Xpwong,
OTOV POPEA XpWONG, KaBWG eNioNG KAl 0 AUTOUATOMNOINKEVA CUCTAKHATA
XPWONG.

O1 aBageg BakTnplakég dopéG napouaialouv OXETIKA XaunAn avTtibeon kal
gival €EaipeTika dUOKOAN n dIAKPICH TOUG HUE TO ONTIKO HIKpookomio. Ol &i-
KOVEG nou dnuioupyouvTal XpnaoigonolwvTag Ta diaAupaTta Xxpwaong Bondouv
Tov €£0UCI000TNHEVO Kal EEEIBIKEUPEVO EPEUVNTR va Npoadiopioel KAAUTEPA
TOV TUMO Kal TO BAKTAPIO OE QUTEG TIG NEPINTWOEIG. Mpénel va dievepyoluvTal
eMnA€ov €EETACEIG CUPPWVA PE AVAYVWPIOHEVEG KAl EYKUPEG HEBOSOUG Yia
TNV Npayparonoinon Tng opioTikKAG didyvwaong.

Apxn TnG pEBOSOU

3TN BakTtnplioAoyia, n xpwon Gram emITpENEl TNV Taxeia diagoponoinon Twv
BakTnpiwv oe Gram-BeTIka kal Gram-apvnTika.

H doun poupeivng aTo BakTnpiakd Toixwua gival n Bacn TnG XpwHATOAOYIKNAG
ouyYEévelag.

ZTO NPpWTO BRAKA, Ta BAKTAPIA XPWVUVTAl HE KPUGTAAAIKO BIOAETI, HIa Xpwon
aviAivng. Meta Tnv ene&epyaoia pe 10diouxo didAupa (didAupa Lugol), Ba
oxnuaTioTel éva oUPNAEyda XpwoTIknG-iwdiou. KaTta To BApa anoxpwuari-
OMOU, auTo To CUMNAEYHA NAPAMEVEI OTNV NOAUCTPWHATIKA SOMN HOUPEIvVNG
TOU KUTTApIKOU ToIX®WHATOoG Gram-BeTIKOV BakTnpiwv — 8a epeavifovrai
Kuava-BIOAETI.

Ta Gram-apvnTika BakTApIa, AVTIBETWG, £XOUV £va KUTTAPIKO TOIXWHA NOU
QnoTEAEITAI ANO HOVOOTPWHATIKM SOHN HOUPEIVNG Kal avTIoToiXwg eAeuBe-
POVOUV EK VEOU TN XPWOTIKA XpWONG HE TO BIAAUHA anoXpwHATIoHou. Ta
Gram-apvnTika BakTnpia 6a avTixpwvuvTal Pe diaAupa ocagppavivng kai 6a
eM@avifovTal oTn ouvexela pol Ewg epubpd.

YAIkO deiyparog

EnixpiopaTa BakTnpioAoyikoU uAikoU unoBAnBévTta oe Enpavan oTov aépa
Kal Joviponoinon pe BgppoTnTa Onwe nNTueAa, Blowia avappd®nong AenTng
BeAdvag (FNAB), eknAUoeIg, anoTun®paTta, ouAAoyEGg, nuov, e€idpwuara,
UYPEG Kal OTEPEEG KAANIEPYEIEG.

AvTIdpaocThpia

Cat. No. Gram-Color
1.11885.0001 SE€T XpWONG yia Tn péBodo xpwong kata Gram

Mépn cuokeuaociag:
To KIT XpWonG NepIEXEI

AvTidpaaTnpio 1: AlGAupa KpUoTAAAIKOU BIOAETI 500 ml

AvTIdpaacTnpio 2: AldAupa Lugol, otaBeponoinuévo 500 ml

AvTidpaoTrpio 3 = 4: AlGAUpa anoXpwuaTiohou 500 ml ékaoTtn

AvTIdpaaoTnpio 5: AldAupa oagpavivng 500 ml

EL

www.sigmaaldrich.com

Mepovmpéva avTidpaocThpia
AvVTi yia To KIT Xpwong 1.11885.0001, pnopei va xpnoiponoinBei o akdAou-
60¢ ouvduaouog avTidpacTnpiwy:

Ap. KaTtaAoyou AlGAupa KpuoTaAAIKoU BIOAETI 500 ml, 2,5 |
1.09218 kata Gram yia Tn PEBodo Xpwong

katd Gram
Ap. KaTaAoyou AldAupa Lugol otaBeponoinuévo 11,2,51
1.00567 We PVP yia Tn péBodo xpwong Kkata

Gram
Ap. KaTaAoyou AiaAupa Lugol 11,251
1.09261 (apaiwpévo diaAupa 1wdioUyou

KaAiou)

yia Tn péBodo xpwong kata Gram
Ap. KaTaAoyou AlGAupa anoxpwpaTiopou kata Gram 500 ml, 2,51
1.10218 yia Tn péBodo xpwong kata Gram
Ap. KaTtaAoyou AlGAupa oagpavivng katd Gram 500 ml, 2,5 |

1.09217 yia Tn péBodo xpwong kata Gram

MNMposToipacia dgiyparog

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 To UAIKO €iTe aneuBeiag oTnv avTIKEINEVOPOPO NAAKA I avapei&Te
npwTa Pe 1 - 2 oTayodveg GualoAoyikoU ahaTouyxou diaAUpaTog (diaAupa
Ringer). ZTeyvwaoTe OTOV a€pa Kal KAToMNIV JOVIHOMNOINOTE YE BEpPOTNTA Tpa-
BwvTag apyd TNV avTiKEINEVOPOPO NAAGKa (PE TNV NAEUPA TOU ENIXPIOHATOG
va avTikpilel Npog Ta Navw) HECW Tou Avw PEPOUG PAOYag AUXvou Bunsen
Yia TPEIG POPES. AKOAOUBWG, aPROTE VA KPUWOEI KAl KAVTE TN Xpwaon.

Ta oteyvwBEVTa aTOV A€pa eniXpiopaTa npeEnel va Povipgonoindouv pe
BeppoTNTA NOAU NPOCEKTIKA. AUTO AnNOTPEMEl TOV KivOUVO AOINMEEWV Kal
MeIOVEl TN S1AAuCn Tou UAIKOU Twv OEIYHATWY KAl ENOPEVWG TN HOAUVON TwV
SIGAUMATWV KAl AAAWV AVTIKEIHEVOPOPWY NMAAKOV.

'OAa Ta deiypaTa npénel va unoBailovTal o€ enegepyaacia Pe Xpnon npony-
pévNg TeXvoAoyiag.

'OAa Ta deiypaTa npEnel va GEPOUV oagn onpavon.

Ma Tn Aqyn kai Tnv nposToipacia Twv delyddTwyv NpEnel va xpnalgdonoiou-
vTal KatdAAnAa dpyava. AKoAouBnaTe TIG 0dnyYieg TOU KATAOKEUAOTR Yia
epapuoyn / xprion.

Kata Tn xpnon Twv avTioToixwv BondnTik®v avTidpacTtnpinyv, npénel va
TnPoUVTAl Ol avTioTOIXEC 0dNYieg Xprong.

MposToipacia avTidpaoTnpiou

Ta avmidpaotipia Tou Gram-Color - Z€T Xpwong yia TN HEB0dO XpWwong KaTtd
Gram nou xpnaigonoloUvTal yia Tn Xpwaon eivai €Toiya yia xpnon. H apai-
WoN auTwV TWV dIAUPATWV (EKTOG anod To avTidpacTnplo 1 yia Xpwon oTo
kUTTapo - BA. “Aiadikacia”) dev eivar avaykaia.

Aladikacia

Xpwon oTo KUTTAPO XPWOONG

SuvioTaTtal n apaiwon Tou avTidpaoTnpiou 1 (S1dAupa KpuoTaAAIkoU BIOAETI)
1:3 pe aneoTaypévo vePO, €av Xpnalyonoleital n péBodog eppanTIonG.

O1 avTIKEIHEVOPOPOI MAAGKEG NPENEl va eupanTifovTal kal va PerakivouvTai yia
Aiyo oTa diaAupara, n anAn eypanTion povo divel akaTaAAnAa anoTeAéopaTa
XPOONG.

O1 nAakeg Ba npénel va aprivovTal va oTaAagouv KaAa WETa ano Ta JePOVw-
péva BrpaTta xpwong, wg JETPO ano@uyng onolacdnnoTte dokonng dlacTau-
POUMEVNG HOAUVONG SIAAUNATWV.

O1 avaypa@ouevol xpovol Ba npenel va TnpouvTal yia Tn 31ac@alion vog
BEATIOTOU ANOTEAEOUATOG XPWONG.

AVTIKEILEVOQOPOG MAAKA HE HOVILOMOINUEVO ENiXPIOKA

AvTidpacTrpio 1 (31aAupa KpuoTAAAIKOU BIOAETI) 1:30 Aenta
TpexoUpevo vepd Bpuong 30 deuT.
AvTidpacTnpio 2 (didAupa Lugol, oTaBeponoinuévo)* 3 AenTd
TpexoUpevo vepd Bpliong 20 deuT.
AvTidpaoTtnpia 3 i 4 (S1GAupa anoXpwHaTioUou)** 5 - 10 deur.
TpexoUpevo vepd Bpuaong 30 deurT.
AvTidpaoTrplo 5 (diaAupa cagpavivng) 1 AenTa
TpexoUpevo vepd Bpliong 1 Aenta
STEYVWOTE OTOV agpa [n.x. OAn Tn vuxTa (8 wpeg) n o 50 °C oTov Baiapo
gnpavanc]

* AInBroTe To avTidpaoTtnpio 2 (SidAupa Lugol, oTabeponoinuévo)
JeTd and 3 avaAloeig

** AnoppiyTe To avTidpaaTnpio 3 n 4 (diGAupa anoxpwuartiopou)
WETA and 5 avaAloeig



Xp®Oon OTOV SEIYHATOPOPEA XPOONG

AVTIKEIHEVOPOPOG NAAKA HE HOVILOMOINUEVO ENiXpIoHa

KaAUWTE NARPWG Kal 1 AenTa
aenoTe va avTidpacel

AvTidpacgTrpio 1
(S1aAupa kpuoTaAAikoU
BioAeTi)

AvTidpaoTtrpio 2 (didAupa ZenAUveTe yia Aiyo

Lugol, oTaBeponoinuévo)

KaAUWTE NARPWG Kal 1 AenTa
apnoTe va avTidpdaoel

AvTidpacoTtnpio 2 (diaAupa
Lugol, oTaBeponoinuévo)

AngoTaypévo vepo MAUVTE NPOCEKTIKA 5 deuT.
AvTidpaoTnpia 3 n 4 NEPIOTPEWTE NPOCEKTIKA 10 - 15
(d1aAupa anoxpwuatiopol) | TIG NAGKEG €wg OTou dev deuUT.

napayovTal NepaiTéEPw

oUVVEPQA XPWOTIKNAG Kal
TO enixpiopa ndpel €va
YyKpI-kKuavoUuv xpwua

AngoTaypévo vepo MAUVTE NPOCEKTIKA 5 deuT.

KaAUWTE NARPWG Kal 1 Aenta
aenoTe va avTidpdoel

AvTidpaaoTnpio 5
(d1aAupa cagpavivng)

ANECTAYHEVO VEPO MAUVTE NPOCEKTIKA 5 JeuT.

STEYVWOTE OTOV agpa [n.X. OAn Tn vuxTa (8 wpeg) n oe 50 °C oTtov BAAapo
&npavong]

H kaAuwyn pe pn udartikd péoa otepewong (n.x. Neo-Mount™ ) Entellan™)
Kal Jia KaAunTpida ouvioTvTal yia Tn GUAAEN Twv BaKTnpIOAOYIK®V delypa-
TWV YIa ApKETOUC WNVEG. MNa Tov okonod auTo, Ta XpwoBevTa deiypaTta npenel
va oTEYVOVOVTAl MOAU KaAd.

H xpnon eAaiou euBAnTIONG CUVICTATAI YIA TNV AVAAUCN NAAQK®V NoU €X0UV
unoBAnBei o€ xpwon e peyeBuvaon pikpookoniou >40x.

Xp®won oTo autopaTonoinHévo cUCTNHA XPWONG
H xpwon O€ auTopaTonoINUéEVa cucrrnpa'ra xpwcnq pnopsl va npayparonoin-
0€i CUPNPWVA PE TO MPWTOKOANO XPWONG OTO KUTTAPO XPWONG.

AnoTtéAeocua

Gram-BeTIKOI HIKPOOPYQAVIOHOI KuavoUV-BIOAETI

Gram-apvnTIKOi HIKPOOPYAVIGHOI pol €wg epubpd

AvTIHET®NION NPOoBANHATOV
Moviponoinon 3eIyHaTmv eniXpioparog
Enapkng Buepoq povmonomonq JE BeppoTnTa PE )\uxvo Bunsen 1 og Baiapo

B€ppavaong ival Bacikng onuaomq yia Tnv anogpuyn niBavotntag HoAUvong
TwV delyPdTwV Kal NEpaITépw noAAanAaciacpol Twv BakTnpiwv.

Mn Xp®on TwV gram-0eTIKAOV BAKTpinV

To kpioipo oTadio Tng diadikaciag Xxpwaong Gram €ival To aTadio anoyxpwya-
TIOMOU, MOU PMOpPEi va ennpeaacTei and To Naxog Tou enixpiopatog. EnimAgov,
€va PPEoKOo dIAAupa anoxpwuariopoU gival MoAU avTidpov. Q¢ ek ToUTou, TO
anoTéAeopa npénel va agliohoyeital Je npocoxr. Kata To Brpa anoxpwpa-
TIOMOU, 0 XpNoTNG Ba npénel va Tnpei Toug akpiBeic XpOvoug enwaocng, nou
nepIypapovTal oTo NpwTOKOAAO, €MeIdr dIAPOPETIKA UNOPEI va NpoKUYWouv
WeUdWG apvnTIKG anoTeAéopara.

TEXVIKEG ONMHEIDOEIG

To MIKPOOKOMIO MOU XpnaolUonolgiTal Ba Npenel va NANPoi TIG anaiTroeig eVOg
1aTpikoU dlayvwaTikoU gpyaaTnpiou.

'OTav XpnaoigonolouvTal CUGTAKATA auTOPATNG XPWOoNG, NapakaAoUUe
akoAouBnaTe TIg 0dnyieg xprong nou napéxovral and Tov npounbguTn Tou
OUGCTAKNATOG Kal ToU AoYIOWIKOU.

AQaipEoTe To emNAEoV €Aalo eUBANTIONG NPIV anod TNV apxelobérnon.

XapakTnpIioTIKa avaAuTIKnG anodoong

To «Gram-Color - Z€T xpwonG» XpwHaTilel kal Kat’ auTtov Tov TPOMo anel-
KOViZel BIOAOYIKEG DOHEG, ONWG NEPIYPAPETAl OTO KEPAAAIO «ANOTEAECUA»
auT®V TV 0dnyi®v Xprong. To npo'|'c'>v npénel va xpnomonmeiTm Hovo anod
eEouaiodoTnuéva Kai £E£|6|Ksuu£va AaTopa Kal n Xpnon Tou nepiAapBavel, Me-
Ta&U AAAwv, TNV npoaTmuaola 65|ypaTcov Kal avTidpaoTnpiwy, ToV XEIPIOKO
JEIYHATWY, TN ARYN anoQAcEWY OXETIKA JE TOUG KATAAANAOUG HAPTUPEG Kal
aAAa.

H avaAuTikr) anddoaon Tou NpoiovTog eNIBERAIVVETAI HE TOV EAEYXO KABE
napTidag napaywyng.

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-0eTikoi 16/16 16/16 6/6 6/6
HIKpOOpYaviouoi
Gram-apvnTiKoi 16/16 16/16 6/6 6/6
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 Gram-Color - €T XpwonG XPNOILOMOIEITAl ME EMNITUXIA OTO KAIVIKO NeEPI-
BaAAov €dw kal OEKAETIEG O€ PHEYAAO ApIOUO EPAPHLOYWV.

H kAIvikr anddoaon Tou Gram-Color - Z€T XpWaNG NPoodIopioTNKE GUYKEKPI-
péva pe Tov kaboplopo Tng euaiodnaiag kai €181KOTNTAG TOU OE PIa E0WTEPI-
KR MEAETN:

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

AnoBnkeuoTe To Gram-Color - €T xpwong yia Tn YEBodo xpwong kata Gram
o€ Beppokpacia +15°C ewg +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
@IAaAn yia 2 - 3 wpeg o udATOAOUTPO PUBUICUEVO GTOUG nepinou 60 °C.
AUTO Ba NPoKaAEdel TNV €K VEOU dIAAUCN TOU WEYAAUTEPOU PEPOUG TOU
1ZApaToG. AkoAoUBwg, dInBroTe Ta diaAlpaTa Xpwong HECW eVOG XAPTIVOU
PiATpOU.



Aiapkeia wng

To Gram-Color - €T xpwong yia Tn PEBodo xpwong kata Gram unopei va
Xpnaoigonoindei €wg Tnv avaypa@opevn nuepounvia AnRgNg

META TO NPWTO AVOIyHa TNG PIAANG, TO NEPIEXONEVO UMOPEI va Xpnaiponol-
nBei €wg kal TNV avaypa@opevn nuepopnvia ANgng 6Tav anodnkeleTal o€
Beppokpacia +15°C éwg +25 °C.

O1 PIGAeG Npénel va diaTnpouvTal EPUNTIKA KAEIOTEG OUVEXWG.

IkavoTnTa
H ouokeuacia enapkei yia €wg kal 250 epappoyEG.

MpooBeTeG 0dNYieg

lNa enayyeApariki xpron pévo.

Ma TNV anopuyn oeaAPaT®V, N £pApHOYR NPENEl va NpayHaTonoleiTar uovo
ano €UNEIPo NPOCWMIKO.

©a npéenel va akohouBoUvTal ol €BVIKEG KATEUBUVTHPIEG YPAMUEG YIa TNV
ao@aAeia oTnv €pyaocia kai Tn dilac@daAion noioTNTac.

Mpénel va xpnoigonolouvTal HIKpookonia eEonAiopéva ocUP@wva Pe Ta npo-
Tuna.

Edv anaitsital XpnoigonoInaTe Kia npdTunn pUYOKEVTPO KATAAANAR yia
1aTPIKO BIAYVWAOTIKO €pyaacTnplo.

MpooTacia and Aoipwin
©a npénel va AapBavovTtal anoTeAeoUATIKA PETPA Yia TNV NpoaTaacia ano
AoipwEn ocUPPVa PE TIG EPYAcTNPIAKEG KATEUBUVTAPIEG YPAHMEG.

0dnyieg andéppiyng

H ouokeuacia nNpénel va anoppinTeTal cUNPWVA UE TIG TPEXOUTEG 0dnYieg
anoppiynge.

Ta xpnoiponoinyéva diaAupaTa kai Ta dilaAlpaTa Twv onoiwv n nuepopnvia
ARENG €xel Nap€ABel npénel va anoppinTovTal wg €1d1ka anoBAnTa oUPPwva
ME TIG TOMIKEG KATEUBUVTAPIEG YPAUMES. OI MANPOPOPIES YIa TNV anoppiyn
napéxovral atov ocUvdeopo «Hints for Disposal of Microscopy Products»
(ZUMBOUAEG yia TNV andppiyn TwV NPoidVTWV piIkpookoniag) otn dielbuvon
www.microscopy-products.com. EvTog TnG EE, o TpexdvTwg e@appolouevog
KANONIZMOZ €ival o kavoviopog (EK) Ap. 1272/2008 yia Tnv Tagivounan,
TNV €NICAPAVON Kal TN CUOKEUAOia TwV OUCIQV KAl TWV HEIYHATWV, TNV TPo-
nonoinaon kai Tnv katapynon Twv 0dnyiwv 67/548/EOK kal 1999/45/EK, kai
TNV Tpononoinan Tou kavoviopoU (EK) ap. 1907/2006.

BonOnTika avridpaoTnpia

Ap. kataAdyou

AldAupa Lugol oTraBeponoinuévo pe

11,2,51

1.00567 PVP yia Tn péBodo xpwaong kata Gram

Ap. KataAoyou 'EAalo guBanTiong STAYOVOWETPIKN

1.04699 yla pikpookonia @I1aAn 100 ml,
100 ml, 500 ml

Ap. KaTaAoyou Entellan™ véo 100 ml, 500 ml,

1.07961 WETO Taxeiag oTEPEWONG 11

Ap. KataAoyou

yla pikpookonia

Neo-Mount™

STAYOVOMETPIKN

1.09016 avudpo eNIKAAUNTIKO HECO ®IaAn 100 ml,
yla pikpookonia 500 ml
Ap. kataAdyou AlGAupa ocagpavivng katd Gram 500 ml, 2,5 |
1.09217 yia Tn péBodo xpwong kata Gram
Ap. kataAdyou AIGAUPA KPUOTAAAIKOU 500 ml, 2,51
1.09218 BioAeTi kata Gram
yia Tn pEBodo xpwong katd Gram
Ap. kataAdyou AidAupa Lugol 11,251
1.09261 (apaiwpévo diaAupa 1wdiouxou
KaAiou)
yia Tn pEBodo xpwong kata Gram
Ap. KataAoyou AlGAupa anoxpwpaTiogou kata Gram 500 ml, 2,5 |

1.10218

yia Tn péBodo xpwong kata Gram

Ta§ivopnon kivduvou
Ap. kataloyou 1.11885.0001

MapakaAoupe avaTpeETe oTnV Tagivopnaon KivoUuvou nou ival EKTUNWHEVN
€Ni TNG ETIKETAG KAl OTIG NANPOMOPIEC Nou NapéxovTtal aTo GUAAO dedopévwv

ao@aAeiag.

To @UANO dedopevwyv acpdaAeiag diaTiBeTal oTov 1I0TOTOMNO KAl KATOMIV AITh-

paTog.

KUpia cuoTaTika TOV NpoiovTmv
Ap. kaTtaAdyou 1.11885.0001

AvTidpacTnipio 1 ) ap. katahdyou 1.09218

C.I. 42555

10 g/l

EL
C4HsOH 49/l

11=0,99 kg

AvTidpaoTnpio 2 ) ap. katahdyou 1.00567

MoAuBivuhonuppoAidovn (PVP)-Indio 50 g/l
K1 10 g/
11=1,02kg

Ap. kataAdyou 1.09261

I 3,49/
KI 6,8 g/l
11=1,01kg

AvTidpaaTrpio 3/4 ) ap. kataAoyou 1.10218

C,H0 634 g/l
C,H0 159 g/l
11=0,79 kg

AvTidpaoTnpio 5 ) ap. katahdyou 1.09217
C.I. 50240 1,8 g/l
11=0,98 kg

Fevikni naparipnon

Edv kata Tn xpnon auTng Tng oucKsunq n €€aitiag Tng xpnonq NG, Npo-
kAnBei coBapo oupBav, va To avaq>£psT£ OTOV KATAOKEUAOTN Kcn/r] oTov
€E0UCI0d0TNHEVO avTINPOOoWNO 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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GroB, Thieme 2009, 2. Auflage

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

H225: Yypd kai atpoi noAU eUpAeKTa.
H318: MpokaAei coBapr) opBaApikn BAGRN.
H336: Mnopei va npokaA&oel unvnAia r ZaAn.

H412: EmBAaBEG yia Toug udpOBIouG 0pyaviopouc, HE HaKpOXPOVIEG
EMNINTWOEIG.

P210: Makpid ano BgppoTnTa, BEPUEG ENIPAVEIEG, OMNIVONPEG, YUUVA GAOYa
Kal AAAEG NNYEC avapAeEnG. Mnv kanvileTe.

P233: Na diaTnpeital 0 NEPIEKTNG EPUNTIKA KAEIOTOG.

P240: l'eimon kal 1I0oduvapikn ocUVSECN TOU NEPIEKTN KAl TOU €E0MAICHOU TOU
JEKTN.

P273: Na ano@eUyeTtal n eAeuBEpwaon oTo nepIBAAAoV.

P280: Na (opdaTe NpoCoTATEUTIKA YAVTIQ/ NPOCTATEUTIKA evdUpaTa/ péoa
ATOMIKAG NPOOTAciag yia Ta PaTia/ npoowno.

P305 + P351 + P338: SE NEPINTQSH EMNA®HS ME TA MATIA: ZenAUveTte
NMPOCEKTIKA HE VEPO YIA APKETA AenTd. Av undpxouv Qpakoi enagng,
apaipeoTe TOUG, av €ival EUKOAO. SUVEXIOTE va EENAEVETE.

AvTIdpacTrpio 1:
H226: Yypo kal aTpoi eUPAeKTa.

H412: EmiBAaBEG yia Toug udpoRIoUG 0pyaviopoug, HE HaKPOXPOVIEG
ENINTWOEIG.

AvTIdpacTrplo 2:
H318: MpokaAei coBapr) o@BaApikn BAGBN.

H412: EmiBAaBEG yia Toug udpoRIoUG 0pyaviopoug, HE HaKPOXPOVIEG
ENINTWOEIG,.

AvTidpaaTnpio 3/4:

H225: Yypd kai atpoi noAU eUpAeKTa.

H319: MpokaAei goBapd o@BaApikd gpebIouO.
H336: Mnopei va npokaA&oel unvnAia r ZaAn.



AvTiIdpaaTrpio 5:

H226: Yypo kal aTpoi eUPAEKTa.

IoTopiko avaBswpnong

‘Ekdoon

Zx0A10 Tpononoinong

2024-Jul-24

ApXIKN £kd00N HE TNV €10AYWYHA TOU IGTOPIKOU
avaBswpnong

2024-Jul-24 V.2

Kapia aAAayr) oTnv eAANVIKN HETAPPAcn

SUMPBOUAEUTEITE TIG KaTaokeuaoTng ApIOuOG Kwd1kog
odnyieg xpnong KaTaAdyou napTidag
y/
/]
Mpoooxn, oUPBOUAEUTEITE  Xpron €wg ‘Opia
Ta ouvoda €vtuna EEEE-MM-HH Beppokpaciag

Status: 2024-Jul-24 V.2
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Sigma-Aldrich.

1.11885.0001 |REF
Mikroskopi

Gram-Color
Fargningskit for gramfargning

Endast for yrkesmadssig anvdndning

|VD Medicinteknisk enhet for diagnostik in vitro c €

Avsett syfte

"Gram-Color - Fargningskit for gramférgning” anvands till humanmedicinsk
celldiagnostik vid bakteriologisk undersékning av provmaterial av manskligt
ursprung. Det ar en bruksfardig fargningssats som, nar den anvands till-
sammans med andra produkter for in vitro- d|agnost|k frén var portfslj, gor
bakteriella malstrukturer (grampositiva och gramnegativa bakterier) genom
fixering, fargning, motfargning och montering i bakteriologiska provma-
terial, t.ex. utstryk av kroppsvétskor - vilket gér dem utvarderingsbara i
diagnostiskt syfte.

Losningarna Gram-Color modifieras och utformas pd ett sddant séatt att
fargningen kan utféras i infargad cell, p& fargningsstall och i automatisera-
de fargningssystem.

Ofargade strukturer har relativt 18g kontrast och &r extremt sv8ra att
sarskilja i ljusmikroskop. De bilder som skapas med férgningslésningen
underlattar for den behdriga och kvalificerade forskaren att battre definiera
formen och strukturen i sddant fall. Ytterligare tester maste utféras enligt
erkénda, validerade metoder for att stélla en slutlig diagnos.

Princip

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

Bakterievaggens mureinstruktur utgér fargaffinitetens grund.

I det forsta steget fargas bakterierna med kristallviolett, ett anilinfargam-
ne. Efter behandling med jodIésning (Lugols I6sning) bildas ett komplex av
fargamne och jod. Under avfargningssteget forblir detta komplex i den mu-
relnstruktur med ﬂera skikt som grampositiva bakteriers cellvdggar bestar
av - och far en bl-violett farg.

Gramnegativa bakterier har daremot en cellvdgg som bestar av en murein-
struktur med ett skikt, varfor fargningsamnet frisatts med avfargnmgslos-
ningen. Gramnegativa bakterier motfargas med safraninlésning och blir d&
rosa till réda.

Provmaterial

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

Reagens

Kat.nr Gram-Color
1.11885.0001 Fargningskit for gramférgning

Paketinnehall:
Fargningssatsen innehaller

Reagens 1: Kristallviolettlésning 500 ml
Reagens 2: Lugols 18sning, stabiliserad 500 ml
Reagens 3 = 4: Avfargningsldsning var och en 500 ml
Reagens 5: Safraninlésning 500 ml

Enskilda reagens

I stéllet for fargningssatsen 1.11885.0001 kan foljande kombination av
reagens anvandas:

Kat.nr 1.09218 Grams kristallviolettldsning 500 ml, 2,51
fér gramférgning

Kat.nr 1.00567 Lugols |8sning stabiliserad med PVP 11,2.5
for gramférgning

Kat.nr 1.09261  Lugols l6sning (spadd jod-kaliumjodidlésning) 11,2,51
for gramférgning

Kat.nr 1.10218 Grams avfargningslosning 500 ml, 2,51
for gramférgning

Kat.nr 1.09217 Grams safraninldsning 500 ml, 2,51

for gramférgning

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 applicering/anvandning.

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

Reagensberedning

Reagensen i Gram-Color - Fargningskit for gramféargning ar bruksfardiga.
Spadning av lésningarna behdvs inte (med undantag foér reagens 1 vid
fargning i cell — se Forfarande).

Forfarande

Fargning i infargad cell

Det rekommenderas att spada reagens 1 (kristallviolettlésning) 1:3 med
destillerat vatten om immersionsmetoden anvénds.

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

Objektglasen maste 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

Reagens 1 (kristallviolettlésning) 1:30 min.
Rinnande kranvatten 30s
Reagens 2 (Lugols I&sning, stabiliserad)* 3 min.
Rinnande kranvatten 20s
Reagens 3 eller 4 (avfargande I6sning)** 5-10s
Rinnande kranvatten 30s
Reagens 5 (safraninldsning) 1 min.
Rinnande kranvatten 1 min.

Lufttorka (t.ex. over natten eller vid 50 °C i torkskap)

* filtrera reagens 2 (Lugols Idsning, stabiliserad) efter tre kérningar.
** kassera reagens 3 eller 4 (avfargningsldsning) efter fem kdrningar

Fargning pa fargningsstall

Objektglas med fixerat utstryk

Reagens 1 tack fullstandigt och 18t 1 min.
(kristallviolettldsning) reagera
Reagens 2 skolj hastigt
(Lugols 16sning, stabiliserad)
Reagens 2 tack fullstandigt och 18t 1 min.
(Lugols 16sning, stabiliserad) reagera
Destillerat vatten tvatta noggrant 5s
Reagens 3 eller 4 snurra forsiktigt pa objekt- 10 -
(avfargande 16sning) glasen tills inga ytterligare 15s
moln av fargamne skaEas och
utstryket far en gra-bla farg
Destillerat vatten tvatta noggrant 5s
Reagens 5 (safraninlésning) tack fullstandigt och 18t 1 min.
reagera
Destillerat vatten tvatta noggrant 5s

Lufttorka (t.ex. 6ver natten eller vid 50 °C i torkskgp)

Det rekommenderas att tédcka med icke-vattenhaltiga monteringsmedier
(t.ex. Neo-Mount™, EntellanTM) och tackglas om de bakterlologlska proverna
ska forvaras i flera manader De infargade proverna maste ocksa torkas
mycket ordentligt om s &r fallet.

Det rekommenderas att immersionsolja anvands for analys av infargade
objektglas med en mikroskopisk férstoring 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 gramférgning &r avfargningssteget det kritiska skedet d& utstrykets
t]ocklek kan ha en inverkan. En farsk avfargningslésning ar mycket reaktiv,
sa resultatet ska utvarderas noggrant. Under avfargningssteget maste
anvéandaren foélja 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
frdn leverantéren av systemet och programvaran

Ta bort dverskott av immersionsolja fére inmatningen.

Analytiska prestandaegenskaper

"Gram-Color - fargningskit” infargar och visualiserar darmed biologiska
strukturer enligt beskrlvmngen i kapitlet “Resultat” i den har bruksanvis-
ningen. Produkten far bara anvandas av behériga och kvalificerade personer
for bland annat prov- och reagenspreparering, provhantering, val av lampli-
ga kontroller med mera.

Produktens analytiska prestanda bekraftas genom att varje produktionssats
testas.

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

Specificitet | Kanslighet | Specificitet | Kanslighet
mellan mellan inom en inom en
analyser analyser analys analys
Gramférgning
Grampositiva 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganismer
Gramnegativa 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganismer

Analytiska prestandaresultat

Intradata (erh8lina frdn samma sats) och interdata (erhaIIna fran olika
satser) anger antalet korrekt infdrgade strukturer i forhallande till antalet
genomférda analyser.

Kliniska prestandaegenskaper

Gram-Color - fargnlngsklt har anvants med lyckat resultat i klinisk miljé i
flera decennier inom manga olika anvandningsomraden.

I synnerhet har klinisk prestanda fér Gram-Color - fargningskit bestémts
genom att faststalla kanslighet och specificitet i en intern studie:

Grampositiva mikroorganismer

Gramfargning

Kénslighet 14/15

Specificitet 15/15

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

Gramnegativa mikroorganismer

Gramfargning

Kénslighet 15/15

Specificitet 15/15

Kéanslighet: 15 prover av 15: 100 %
Specificitet: 15 prover av 15: 100 %

Resultatet av prestandautvarderingen bekréftar att produkten &r [amplig for
den avsedda anvandningen och fungerar tillforlitligt.

Men den diagnostiska tolkningen av infargningsresultatet ska utféras av
kvalificerade och behdriga yrkesverksamma personer med hansyn till pa-
tientanamnes, morfologi, anvdndning av adekvata kontroller och eventuella
andra diagnostiska test. Den har metoden kan anvandas som tillagg vid
humandiagnostik.
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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

Férvara Gram-Color — Fargningskit for gramfargning vid +15°C

till +25°C

Vid temperaturer under +15 °C kan en fargad fallning sedimentera ut ur
fargamneslosnlngarna Om utféllning uppstar pIacerar du flaskan i ett vat-
tenbad installt pa ca 60 °C under 2-3 timmar. Pa s& vis uppldses det mesta
av utféllningen. Filtrera darefter fargningslésningarna genom ett pappers-
filter.

Hallbarhetstid

Gram Color - Fargningskit for gramférgning kan anvandas fram till angivet
utgdngsdatum.

Nar flaskan har dppnats for forsta gdngen kan innehllet anvéndas fram till
angivet utgdngsdatum om den férvaras vid +15 °C till +25 °C.

Flaskorna méste alltid vara val tillslutna.

Kapacitet
Paketet racker for upp till 250 appliceringar.

Ytterligare instruktioner

Endast for yrkesmaSS|g anvandning.

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

Anvand om nédvandigt en standardcentrifug som ar lamplig 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 gallande riktlinjer for
avfallshantering.

Anvénda Iésningar och l6sningar som passerat utgdngsdatum maste tas
om hand som farligt avfall i enlighet med lokala riktlinjer. Information om
avfallshantering finns under snabblénken "Hints for Dlsposal of Microscopy
Products” (Tips for kassering av mikroskopiprodukter) pd
www.microscopy-products.com. Inom EU galler férordning (EG) nr
1272/2008 om klassificering, markning och férpackning av @mnen och
blandningar, andring och upphavande direktiv 67/548/EEG och 1999/45/EG
och andring av férordning (EG) nr 1907/2006 tillampas.

Hjalpreagens
Kat.nr 1.00567 Lugols I6sning 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 1.09217 Grams safraninlésning 500 ml, 2,51
for gramfargning

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

Kat.nr 1.09261 Lugols 16sning 11,2,51
(spadd jod-kaliumjodidlésning)
for gramfargning

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

for gramfargning



Faroklassificering
Kat.nr 1.11885.0001
Observera faroklassificeringen pa etiketten och uppgifterna i sékerhets-

databladet.
Sakerhetsdatabladet finns p8 webbplatsen och gar att fa pd begéran.
Produkternas huvudsakliga bestandsdelar

Kat.nr 1.11885.0001

Reagens 1 eller Kat.nr 1.09218

Férgindex 42555 10 g/l
C¢HsOH 4 g/l
11=0,99 kg

Reagens 2 eller Kat.nr 1.00567

PVP-Jod 50 g/l
KI 10 g/l
11=1,02kg

Kat.nr 1.09261

L 3,49/l
KI 6,8 g/l
11=1,01kg

Reagens 3/4 eller Kat.nr 1.10218

C,H0 634 g/l
C,H0 159 g/I
11=0,79 kg

Reagens 5 eller Kat.nr 1.09217
Fargindex 50240 1,8 g/l
11=0,98 kg

Generell anmarkning

Om en allvarlig hdndelse intréffat vid eller som ett resultat av anvandning
av den hdr 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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GrofB3, Thieme 2009, 2. Auflage

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

H225: Mycket brandfarlig vatska och &nga.

H318: Orsakar allvarliga 6gonskador.

H336: Kan goéra att man blir dasig eller omtécknad.

H412: Skadliga l8ngtidseffekter for vattenlevande organismer.

P210: Far inte utsattas for varme, heta ytor, gnistor, éppen |&ga eller andra
anténdningskallor. Rékning férbjuden.

P233: Behallaren ska vara vl tillsluten.

P240: Jorda och potentialférbind beh&llare och mottagarutrustning.
P273: Undvik utslapp till miljon.

P280: Anvand skyddshandskar/ skyddsklader/ égonskydd/ ansiktsskydd.

P305 + P351 + P338: VID KONTAKT MED OGONEN: Skdlj férsiktigt med
vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det g&r latt. Fort-
satt att skolja.

Reagens 1:
H226: Brandfarlig véatska och anga.
H412: Skadliga Iangtidseffekter for vattenlevande organismer.

Reagens 2:
H318: Orsakar allvarliga 6gonskador.
H412: Skadliga l8ngtidseffekter for vattenlevande organismer.

Reagens 3/4:
H225: Mycket brandfarlig véatska och 8nga.

Life Science Business som tillhér Merck ar verksamt som MilliporeSigma i US och Kanada.

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Germany och/eller dess dotterbolag. Med ensamratt. Merck och
Sigma-Aldrich ar varumaérken som tillhér Merck KGaA, Darmstadt, Germany. Alla andra varumarken tillhér
respektive &gare. Detaljer om varumérkena kan hittas i allméant tillgdngliga resurser.
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H319: Orsakar allvarlig égonirritation.

H336: Kan gora att man blir dsig eller omtécknad.

Reagens 5:
H226: Brandfarlig vatska och 8nga.
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2024-Jul-24 Forsta version med inférande av revisionshistorik
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Sigma-Aldrich.

1.11885.0001 |REF
Mikroskopie

Gram-Color

barvici souprava pro barveni Gramovou metodou

Pouze pro profesionalni pouziti

|VD Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro c €

Zamysleny ucel

Tato souprava ~Gram- -Color = barvici souprava pro barveni Gramovou meto-
dou" se pouziva k bunécné dlagnostlce \% oblastl humanni medlcmy a slouZzi
k bakteriologickému vysetrenl materidlu vzorkd lidského puvodu Jedna se
o0 barvici soupravu k prfimému pouZziti, ktera spolecne s jinymi vyrobky pro
diagnostiku in vitro z naseho portfolia umoanJe hodnotit cilové bakterialni
struktury v materidlech bakteriologickych vzorkd, napfiklad v natérech tél-
nich tekutin, (grampozitivni nebo gramnegativni bakterie) fixaci, barvenim,
dobarvenim, montovanim pro diagnostické Ucely.

Roztoky v soupravé Gram-Color jsou modifikovany a navrzeny takovym
zpﬁsobem aby bylo mozné provadét barveni v barvici komd{rce, 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 vyzkumnemu pracovnlkow lépe definovat
formu a strukturu snimky ziskané pouzitim barvicich roztokl. Ke stanoveni
definitivni diagnozy 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 vytvor| komplex
barviva s jédem. Bé&hem odbarvovaciho kroku tento komplex zlistane ve
vicevrstvé mureinové struktuife bunécné stény grampozitivni bakterie - tyto
bakterie se jevi jako modrofialové.

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

Material vzorku

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

Cinidla

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

Slozky baleni:
Barvici souprava obsahuje

Cinidlo 1: Roztok krystalové violeti 500 ml
Cinidlo 2: Lugoldv roztok, stabilizovany 500 ml
Cinidlo 3 = 4: Odbarvovaci roztok po 500 ml
Cinidlo 5: Roztok safraninur 500 ml

Jednotliva cinidla

Namisto barvici soupravy 1.11885.0001 Ize pouZit nasledujici kombinaci
¢inidel:

Kat. &. Gram{v roztok krystalové violeti 500 ml,
1.09218 pro barveni Gramovou metodou 2,51
Kat. ¢&. Lugolllv roztok stabilizovano PVP 11,251
1.00567 pro barveni Gramovou metodou

Kat. ¢. Lugollv roztok (Fed&ny roztok jod-jodid draselny) 11,251
1.09261 pro barveni Gramovou metodou

Kat. &. Gram{v odbarvovaci roztok 500 ml,
1.10218 barveni Gramovou metodou 2,51
Kat. ¢&. Gram{v roztok safraninu 500 ml,
1.09217 pro barveni Gramovou metodou 2,51
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Priprava vzorku 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 poneche]te zchladnout a obarvéte.
Tepelnou fixaci volné uschlych natérll je nutno provest velmi peclivé.
Zabrani se tak r|2|ku 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
Cinidla Gram-Color - barvici souprava pro barveni Gramovou metodou jsou

uréena k pfimému pouziti; fedéni roztokl (kromé ¢inidla 1 pro buné¢né
barveni - viz ,Postup™) neni nutné.

Postup

Barveni v barvici komtrce

PFi pouziti imerzni metody doporucujeme naredit Cinidlo 1 (roztok
krystalové violeti) destilovanou vodou v poméru 1 : 3.

Sklicka 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 dobre okapat timto
opatienim se zabrani jakékoli zbytecné zkfizené kontaminaci roztokd.
Uvedené Casy by mély byt dodrzeny, aby byl zaruc¢en optimalni vysledek
barveni.

Sklicko s fixovanym natérem

Cinidlo 1 (roztok krystalové violeti) 1:30 min
Tekouci vodovodni voda 30 sekundy
Cinidlo 2 (Lugoltv roztok, stabilizovany)* 3 min
Tekouci vodovodni voda 20 sekundy
Cinidlo 3 nebo 4 (odbarvovaci roztok)** 5-10 sekundy
Tekouci vodovodni voda 30 sekundy
Cinidlo 5 (roztok safraninu) 1 min
Tekouci vodovodni voda 1 min
Ponechejte volné uschnout (napf. pfes noc nebo v susarné pfi 50 °C)

* po kazdych 3 zpracovanich prefiltrujte ¢inidlo 2 (LugolGv roztok, stabili-
zovany)
** Cinidlo 3 nebo 4 (odbarvovaci roztok) zlikvidujte po 5 zpracovanich

Barveni v barvicim stojanku

Skli¢ko s fixovanym natérem

Cinidlo 1 Uplné pokryijte a 1 min
(roztok krystalové violeti) nechejte reagovat
Cinidlooz kratce proplachnéte
(Lugoluv roztok, stabilizo-
vany)
Cinidlo 2 Uplné pokryijte a 1 min
(Lugolllv roztok, stabilizo- nechejte reagovat
vany)
Destilovana voda peclivé promyjte 5 sekundy
Cinidlo 3 nebo 4 opatrné otacejte sklicky 10-15
(odbarvovaci roztok) krouzivym pohybem, dokud sekundy
neprestanou vznikat oblacky
barviva a stér neziska zele-
nosedou barvu
Destilovana voda peclivé promyjte 5 sekundy
Cinidlo 5 Uplné pokryijte a 1 min
(roztok safraninu) nechejte reagovat
Destilovana voda peclivé promyjte 5 sekundy

Ponechejte volné uschnout (napf. pfes noc nebo v suséarné pri 50 °C)

V ptipadé skladovani bakteriologickych vzork( po nékolik mésicl se dopo-
rucuje prekryti nevodnym montovacim médiem (napf. Neo-Mount™ nebo
Entellan™) a pouziti kryciho skli¢ka. Pro tyto Ucely museji byt barvené
vzorky velmi dobfe vysusené.



PFi analyze obarvenych natérl pod mikroskopem pfi vice nez 40nasobném
zvétseni se doporucuje pouzivat imerzni olej.

Barveni v barvicim automatu

Barveni v automahzovanych barvicich systémech Ize provadét dle protokolu
barveni v barvici kom{rce.

Vysledek

Grampozitivni mikroorganismy modra-fialova

Gramnegativni mikroorganismy rlZzové az ervené

Odstranovani potizi
Fixace natérd vzorkad

Pro prevenci infekéniho potencialu vzork( a dalsi proliferace bakterii je
nezbytny dostatec¢ny 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 obezfetnosti. 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 systémt dodrzujte prosim névod
k pouziti poskytnuty dodavatelem systému a softwaru.

Pred uloZenim odstrarite prebytek imerzniho oleje.

Analytické vykonnostni parametry

,Gram-Color — barvici souprava" barvi a tim vizualizuje biologické struktu-
ry, jak je popsano v kapitole ,,V)’/sledek tohoto navodu k pouiitl’ Vyrobek
smeJ| pouzwat pouze opravnéné a kvalifikované osoby, coz plati mimo jiné
pro pfipravu vzork{ a cinidel, manipulaci se vzorky, rozhodnuti o vhodnych
kontrolach a dalsi.

Analytické parametry vyrobku jsou validovany testovanim kazdé vyrobni
Sarze.

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

Specific- Senzitivita | Specifi¢- Senzitivita
nost mezi mezi testy | nostv v rémci
testy ramci testu | testu
Gramovo barveni
Grampozitivni 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganismy
Gramnegativni 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganismy

Vysledky testovani analytickych vykonnostnich parametru

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

Klinické vykonnostni parametry

Gram-Color — barvici souprava se uz desitky let Uspésné pouziva v klinic-
kém prostredi ve velkém poctu aplikaci.

Klinicka G¢innost Gram-Color — barvici souprava byla stanovena zejména
stanovenim jeji senzitivity a specificity v interni studii:

Grampozitivni mikroorganismy

Gramovo barveni

Senzitivita 14/15

Specifi¢nost 15/15

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

Gramnegativni mikroorganismy

Gramovo barveni

Senzitivita 15/15

Specifi¢nost 15/15

Senzitivita: 15 vzorkd z 15: 100 %
Specifi¢nost: 15 vzork{ z 15: 100 %

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

Diagnostickou interpretaci vysledkﬂ barveni vSsak museji prova’dét kvalifi-
kovani a opravnéni odbornici po zvazeni pacientovy anamnézy, morfologle
pouziti vhodnych kontrol a pfipadné dalSich diagnostickych testd. Tuto
metodu Ize pouzivat jako dopliikovou 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 zdkladé 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 kultivacniho média po 18-24 hodi-
nach inkubace.

Skladovani

Gram-Color — barvici souprava pro barveni Gramovou metodou se skladuje

pfi teploté +15°C az +25°C.

PFi teplotach pod 15 °C se v roztocich barviv mZe usazovat barevna sraze-
nina. Pokud dojde ke vzniku sraZzeniny, umistéte lahvi¢ku na 2-3 hodiny do

vodni |azné nastavené pfiblizné na 60 °C. Tim se vétSina srazeniny rozpusti.
Barvici roztoky poté prefiltrujte pres filtracni papir.

Doba pouzitelnosti

Gram-Color — barvici souprava 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 pf¥i teploté +15 °C az +25 °C.

Lahvi¢ky museji byt vzdy tésné uzaviené.

Kapacita
Obsah baleni postacuje pro 250 aplikaci.

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 prFipadé 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

Lugoldv roztok stabilizovédno PVP 11,2,51
pro barveni Gramovou metodou

Kat. ¢. 1.00567

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 médium lahvicka,
pro mikroskopii 500 ml

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

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

Kat. &. 1.09261 LugolGv 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

Klasifikace rizik
Kat. ¢. 1.11885.0001

Ridte se prosim klasifikacemi rizik vytisknutymi na étitku a informacemi
uvedenymi v bezpecnostnim listé.
Bezpecnostni list je dostupny na internetovych strankach a na pozadani.



Hlavni slozky vyrobku
Kat. ¢. 1.11885.0001

Cinidlo 1 nebo Kat. &. 1.09218

C.I. 42555 10 g/
C¢HsOH 4 g/l
11=0,99 kg

Cinidlo 2 nebo Kat. &. 1.00567

PVP-jod 50 g/l
KI 10 g/!
11=1,02 kg

Kat. ¢. 1.09261

I, 3,4 g/l
KI 6,8 g/l
11=1,01kg

Cinidlo 3/4 nebo Kat. ¢ 1.10218

C,H0 634 g/l
C,H0 159 g/I
11=0,79 kg

Cinidlo 5 nebo Kat. &. 1.09217
C.1. 50240 1,8 g/l
11=0,98 kg

Obecna poznamka

Pokud pfi pouzivéani tohoto zdravotnického prostfedku nebo v dlisledku jeho
pouziti dojde k zdvazné nezadouci pfihodé, oznamte ji vyrobci a/nebo jeho
opravnénému zastupci a prislusnému narodnimu Gfadu.
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H225: Vysoce hoflava kapalina a pary.

H318: Zplsobuje vazné podkozeni odi.

H336: Mlze zplsobit ospalost nebo zavraté.

H412: Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gé&inky.

P210: Chrarite 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.

P273: Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostredi.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ ochranné bryle/
oblicejovy stit.

P305 + P351 + P338: PRI ZASAZENT OCf: Nékolik minut opatrné vypla-
chujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je lze
vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

Cinidlo 1:
H226: Hoflava kapalina a pary.
H412: Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi G&inky.

Cinidlo 2:
H318: Zplsobuje vazné poskozeni oéi.
H412: Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi G&inky.

Cinidlo 3/4:

H225: Vysoce hoflava kapalina a pary.
H319: Zplsobuje vaZné podrazdéni odi.
H336: Mize zplsobit ospalost nebo zavraté.

Cinidlo 5:

H226: Hoflava kapalina a pary.

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

© 2025 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 prislusnych viastnikl. Podrobné informace o
ochrannych znamkach Ize ziskat ve vefejné dostupnych zdrojich.
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1.11885.0001 |REF
Microscopie

Gram-Color
set pentru colorare prin metoda Gram

Exclusiv pentru uz profesional

|VD Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro c €

Scopul preconizat

Acest kit ,Gram-Color - set pentru colorare prin metoda Gram” este utilizat
pentru diagnosticul celulelor medicale umane si serveste scopului de inves-
tigatie bacteriologica a esantioanelor de probd de origine umana. Acesta
este un kit de colorare gata de utilizare care, atunci cand este utilizat
fmpreunad 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, contraco-
lorare, montare din esantioanele bacteriologice de testat, de ex. frotiuri din
fluide corporale.

Solutiile Gram-Color sunt modificate si proiectate astfel incat colorarea sa
poata fi efectuatd in celula de colorare, pe suportul de colorare si, de ase-
menea, in sisteme automate de colorare.

Structurile necolorate au un contrast relativ scézut si sunt extrem de dificil
de distins sub microscopul optic. Imaginile create folosind solutiile de
colorare ajuta 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 prin metoda Gram permite o diferentiere rapida
intre bacteriile Gram-pozitive si cele Gram-negative.

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

In prima fazd, 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 in
structura

cu straturi multiple din murein a peretelui celular al bacteriilor Gram-poziti-
ve - acestea vor apdrea albastru-violet.

Prin contrast, bacteriile Gram-negative au un perete celular care consta
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 safranina 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. Gram-Color
1.11885.0001 set pentru colorare prin metoda Gram

Componentele pachetului:
Kitul de colorare contine

Reactiv 1: Solutie de cristal violet 500 ml

Reactiv 2: Solutie Lugol, stabilizata 500 ml

Reactiv 3 = 4: Solutie decolorantd fiecare 500 ml

Reactiv 5: Solutie de safranina 500 ml

Reactivi individuali

In locul kitului de colorare 1.11885.0001, poate fi utilizatd urm&toarea
combinatie de reactivi:

Cat. nr. 1.09218  Cristal violet - solutie Gram
pentru colorare prin metoda Gram

Cat. nr. 1.00567  Solutie Lugol stabilizaté cu PVP 11,25
pentru colorare prin metoda Gram

Cat. nr. 1.09261  Solutie Lugol
(solutie diluatad de iod-iodurd de
potasiu)
pentru coloratie Gram

500 ml, 2,5 |

11,251

RO

www.sigmaaldrich.com

Cat. nr. 1.10218  Solutie de decolorare Gram 500 ml, 2,51
pentru colorare prin metoda Gram
Cat. nr. 1.09217  Solutie de safranind Gram 500 ml, 2,51

pentru colorare prin metoda Gram

Prepararea probelor
Prelevarea probelor trebuie efectuata 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
rdceasca 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

Reactivii din Gram-Color - set pentru colorare prin metoda Gram folosita

pentru colorare sunt gata de utilizare, diluarea solutiilor (cu exceptia

reactivului 1 pentru colorarea in camera - a se vedea ,Procedura”) nu
este necesara.

Procedura

Colorarea in celula de colorare

Se recomanda diluarea reactivului 1 (Cristal violet - solutie) 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

Reactiv 1 (Cristal violet - solutie) 1:30 min
Jet de apa de la robinet 30 sec.
Reactiv 2 (solutie Lugol, stabilizata)* 3 min
Jet de apa de la robinet 20 sec.
Reactiv 3 sau 4 (solutie decolorantd)** 5-10 sec.
Jet de apa de la robinet 30 sec.
Reactiv 5 (solutie de safranind) 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 reactivul 2 (solutie Lugol, stabilizatd) dupa 3 cicluri
** eliminati reactivul 3 sau 4 (solutie decolorantd) dupa 5 cicluri

Colorarea pe suportul de colorare

Lama cu frotiu fixat

Reactiv 1 acoperiti complet si 1 min
(solutie cristal-violet) |asati sa reactioneze

Reactiv 2 clatiti rapid

(solutie Lugol, stabilizatd)

Reactiv 2 acoperiti complet si 1 min

(solutie Lugol, stabilizatd)
Apa distilata

|asati sa reactioneze

spélati cu atentie 5 sec.

Reactiv 3 sau 4
(solutie decolorantd)

rotiti lamele cu atentie pana | 10 - 15 sec.
cand nu se mai produc
efecte noi de culoare, iar
frotiul are o culoare gri-

albastru
Apa distilata spalati cu atentie 5 sec.
Reactiv 5 acoperiti complet si 1 min

(solutie de safranina)
Apa distilata

lasati sa reactioneze

spalati 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™, Entellan™
sau DPX nou) este recomandata pentru depozitarea specimenelor bacterio-
logice 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 celula 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
camerd de incdlzire, este esential pentru a preveni potentialul infectios al
specimenelor si proliferarea ulterioara a bacteriilor.

Nu exista colorare a bacteriilor gram-pozitive

Faza critica a procedurii de colorare Gram este faza de decolorare, care
poate fi influentata de grosimea frotiului. In plus, o solutie de decolorare
proaspata este inalt 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 cd, 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 automatad, respectati instructiu-
nile de utilizare oferite de furnizorul sistemului si al software-ului.

Inlaturati excesul de ulei de imersie inainte de umplere.

Caracteristici de performanta analitica

,Gram-Color - kit de colorare” coloreaza si, prin urmare, vizibilizeaza struc-
turile 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 analiticd a produsului este confirmata prin testarea fiecarui lot
de productie.

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 16/16 16/16 6/6 6/6
Gram-pozitive
Microorganisme 16/16 16/16 6/6 6/6
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

Gram-Color - kit de colorare a fost utilizat cu succes in contextul clinic de
zeci de ani intr-un numar mare de aplicatii.

Performanta clinica a Gram-Color - kit de colorare, in special, a fost de-

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 evaludri de performantd confirma faptul cd produsul este
potrivit pentru utilizarea prevazuta si functioneaza fiabil.

Cu toate acestea, Interpretarea diagnosticd 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, daca 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 culturéd dupa 18-24 ore de
incubare.

Depozitarea

Depozitati kitul Gram-Color - set pentru colorare prin metoda Gram la
+15°C pana 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

Gram-Color - set pentru colorare prin metoda Gram poate fi utilizat 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 péana la
+25°C.

Flacoanele trebuie pastrate in permanenta bine inchise.

Capacitatea
Pachetul este suficient pentru pana la 250 de aplicatii.

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 centrifuga 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 11,251
pentru colorare prin metoda Gram

Cat. nr. 1.04699 Ulei de imersie Flacon de picurare

pentru microscopie de 100 ml,

100 ml, 500 ml

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. 1.09217  Safranind Gram - solutie 500 ml, 2,51
pentru colorare prin metoda Gram
Cat. nr. 1.09218  Cristal violet - solutie 500 ml, 2,51

pentru colorare prin metoda Gram

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

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

500 ml, 2,51



Categoria de risc
Cat. nr. 1.11885.0001

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. 1.11885.0001

Reactiv 1 sau Cat. nr. 1.09218

C.I. 42555 10 g/
CHsOH 4 g/l
11=0,99 kg

Reactiv 2 sau Cat. nr. 1.00567

PVP-Iod 50 g/I
KI 10 g/l
11=1,02 kg

Cat. nr. 1.09261

I 3,49/l
KI 6,8 g/l
11=1,01kg

Reactiv 3/4 sau Cat. nr. 1.10218

C,HO 634 g/l
C;HO 159 g/I
11=0,79 kg

Reactiv 5 sau 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.
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H225: Lichid si vapori foarte inflamabili.

H318: Provoaca leziuni oculare grave.

H336: Poate provoca somnolentd sau ameteald.

H412: Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.

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

P233: Pdstrati recipientul inchis etans.

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

P273: Evitati dispersarea in mediu.

P280: A se purta manusi de protectie/ imbracaminte de protectie/
echipament de protectie a ochilor/ echipament de protectie a fetei.

P305 + P351 + P338: IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: Clatiti cu atentie cu
apa timp de mai multe minute. Scoateti lentilele de contact, daca este
cazul si daca acest lucru se poate face cu usurinta. Continuati sa clatiti.

Reactiv 1:
H226: Lichid si vapori inflamabili.
H412: Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.

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

© 2025 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
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Reactiv 2:

H318: Provoaca leziuni oculare grave.
H412: Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.

Reactiv 3/4:

H225: Lichid si vapori foarte inflamabili.

H319: Provoaca o iritare grava a ochilor.

H336: Poate provoca somnolentd sau ameteala.

Reactiv 5:
H226: Lichid si vapori inflamabili.
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1.11885.0001 |REF
Mikroskopi

Gram-Color
farvningskit til gramfarvning

Kun til professionel brug

|VD Medicinske anordning til in vitro-diagnose c €

Beregnet formal

Dette "Gram-Color - farvningskit til gramfarvning" bruges til human-
medicinsk cellediagnose og er beregnet til bakteriologisk undersggelse af
prgvemateriale fra mennesker. Det er et klar-til-brug farvningskit, som nar
det bruges til in vitro- d|agnose sammen med andre produkter fra vores
sortiment laver bakterielle malstrukturer i bakteriologiske prgvematerialer
(gram-positive eller gram-negative bakterier) ved fiksering, farvning,
kontrastfarvning, montering, eksempelws udstrygninger af kropsvaesker der
kan evalueres til diagnoseformal.

Gram-Color oplgsningerne er modificerede og, udviklede sdledes, at
farvningen kan udfgres i farvningskuvetter, 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 cellevaeg - de
fremstar bla-violette.

Gram-negative bakterier har derimod en cellevaeg, der bestdr af en
enkeltlaget mureinstruktur, og de frigiver derfor farvestoffet sammen
med affarvnmgsopl;ztsnmgen 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. Gram-Color
1.11885.0001 farvningskit til gramfarvning

Pakkens komponenter:
Farveseettet indeholder

Reagens 1: Krystalvioletoplgsning 500 ml
Reagens 2: Lugols oplgsning, stabiliseret 500 ml
Reagens 3 = 4: Affarvningsoplgsning 500 ml hver
Reagens 5: Safraninoplgsning 500 ml

Individuelle reagenser

Fglgende kombination af reagenser kan anvendes i stedet for farvesaettet
1.11885.0001:

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

Varenr. 1.00567 Lugols oplgsning stabiliseret med 11,251
EYSramfarvning

Varenr. 1.09261 Lugols oplgsning 11,251

(fortyndet jod-kaliumjodidoplgsning)
til gramfarvning

DA
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Varenr. 1.10218  Grams affarvningsoplgsning 500 ml, 2,51
til gramfarvning
Varenr. 1.09217  Grams safraninoplgsning 500 ml, 2,51

til gramfarvning

Forberedelse af prgverne

Prgveudtagningen skal udfgres af faguddannet personale.

Pafgr provematerialet pd et rent og fedtfrit objektglas ved hjeelp af en
udglgdet Igkke. Stryg derefter enten materialet direkte pa objektglasset,
eller bland det fgrst med 1-2 dréber fysiologisk saltvandsoplgsning (Ringers
oplgsning). Lad udstrygningen lufttgrre, og varmefikser den derefter ved at
fore objektglasset (med udstrygningssiden opad) gennem den gvre del af
bunsenbranderens flamme tre gange. Lad den derefter kgle af, og farv den.
De lufttgrrede 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 hjeelp af den nyeste teknologi.

Alle prgver skal forsynes med tydelige etiketter.

Der skal anvendes egnede instrumenter til pr{ziveudtagningoog forberedelse
af prgverne. Fglg producentens anvisninger med henblik pa anvendelse/
brug.

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

Forberedelse af reagenserne

Reagenserne i Gram-Color - farvningskit til gramfarvning er klar til brug.
Fortyndlng af oplgsningerne (med undtagelse af reagens 1 til farvning i
farveskal - se "Procedure") er ikke ngdvendigt.

Procedure

Farvning i farvningskuvetten

Det anbefales at fortynde reagens 1 (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 undgd ungdvendig
krydskontaminering af oplgsningerne.

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

Objektglas med fikseret udstrygning

Reagens 1 (krystalvioletoplgsning) 1:30 min.
Rindende postevand 30 sek.
Reagens 2 (Lugols oplgsning, stabiliseret)* 3 min.
Rindende postevand 20 sek.
Reagens 3 eller 4 (affarvningsoplgsning)** 5 - 10 sek.
Rindende postevand 30 sek.
Reagens 5 (safranine solution) 1 min.
Rindende postevand 1 min.
Skal lufttgrre (f.eks. natten over eller ved 50 °C i tgrreskabet)

* reagens 2 (Lugols oplgsning, stabiliseret) filtreres efter 3 kgrsler
** kassera reagens 3 eller 4 (avfargningsldsning) efter fem kdrningar.

Farvning pé farveracket

Objektglas med fikseret udstrygning

Reagens 1 Skal tildeekkes fuldsteendigt 1 min.
(krystalvioletoplgsning) og gives tid til at reagere
Reagens 2 skylles kort
(Lugols oplgsning, stabiliseret)
Reagens 2 Skal tildeekkes fuldstaendigt 1 min.
(Lugols oplgsning, stabiliseret) | og gives tid til at reagere
Destilleret vand vaskes grundigt 5 sek.
Reagens 3 eller 4 objektglassene rystes 10 - 15 sek.
(affarvningsoplgsning)** forsigtigt, indtil der ikke
dannes flere farveskyer og
udstrygningen bliver gra/bla
Destilleret vand vaskes grundigt 5 sek.
Reagens 5 Skal tildeekkes fuldstaendigt 1 min.
(safraninoplgsning) og gives tid til at reagere
Destilleret vand vaskes grundigt 5 sek.

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




Tildaekning 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 prgver tgrres
meget omhyggeligt.

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

Farvning i automatisk farvesystem

Farvning i automatiske farvesystemer kan udfgres i henhold til protokollen
for farvning i farvningskuvetten.

Resultat

Gram-positive mikroorganismer bl&-violet

Gram-negative mikroorganismer lysergd til red

Fejlfinding
Fiksering af smear-prgver
Tilstraekkelig 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 bemeaerkninger

Det anvendte mikroskop skal leve op til kravene pa 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

"Gram-Color - farvningskit” farver og visualiserer derved biologiske struk-
turer, som beskrevet i kapitlet “Resultat” i denne brugsanvisning. Dette
produkt m& kun anvendes af autoriserede og kvallﬁcerede personer, hvilket
bl.a. inkluderer forberedelse af prgve og reagens, prgvehandtering, afggrel-
ser angaende egnede kontroller med mere.

Produktets analytiske ydeevne bekraeftes ved test af hvert produktionsparti.

For de fglgende farver blev den analytiske ydeevne bekraeftet med henbllk
pa 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 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganismer
Gram-negative 16/16 16/16 6/6 6/6

mikroorganismer

Analytiske ydeevneresultater

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

Kliniske ydeevnekarakteristika

Gram- Color - farvningskit er blevet anvendt med vellykket resultat i kliniske
miljger i &rtier med et hgjt antal anvendelser.

Den kliniske ydeevne for Gram-Color - farvningskit er iseet blevet konstate-
ret ved at fastleegge dets fglsomhed 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.
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Den diagnostiske tolkning af farvningsresultaterne skal dog udfgres af kva-
lificerede og autoriserede eksperter med henblik pa patientens anamnese,
morfologl brugen af passende kontroller og yderligere diagnostiske tests,
s&fremt relevant. Denne metode kan anvendes som supplement inden for
human diagnostik.

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 udveelges og udfgres i henhold til anerkendte metoder.

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

Farveseettet 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

Gram-Color - farvningskit 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

Gram-Color - farvningskit 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
Pakken er tilstraekkelig til op til 250 anvendelser.

Yderligere anvisninger

Kun til professmnel brug.

For at undgé 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 geeldende
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 gzaeldende
bestemmelser for bortskaffelse.

Brugte oplgsninger og oplgsninger, hvor holdbarheden er udligbet,

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
geeldende FORORDNING (EF) nr. 1272/2008 om klassificering, maerkning
og emballering af stoffer og blandinger og om aendring og ophzaevelse 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-

vandfri indstgbningsmiddel flaske,
for mikroskopi 500 ml

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

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

Varenr. 1.09261  Lugols oplgsning 11,251
(fortyndet jod-kaliumjodidoplgsning)
til gramfarvning

Varenr. 1.10218  Grams affarvningsoplgsning 500 ml, 2,51

til gramfarvning



Fareklassificering
Varenr. 1.11885.0001
Veaer opmaerksom p§ den fareklassificering, der er trykt p§ etiketten,

og oplysningerne i sikkerhedsdatabladet.
Sikkerhedsdatabladet fas pd hjemmesiden og ved forespgrgsel.
Produkternes hovedkomponenter

Varenr. 1.11885.0001

Reagens 1 eller Vanrer. 1.09218

Farveindeks 42555 10 g/l
CeHsOH 4 g/l
11=0,99 kg

Reagens 2 eller Vanrer. 1.00567

PVP-jod 50 g/l
KI 10 g/!
11=1,02 kg

Varenr. 1.09261

I 3,4 g/l
KI 6,8 g/l
11=1,01kg

Reagens 3/4 eller Vanrer. 1.10218

C,H0 634 g/l
C,H0 159 g/l
11=0,79 kg

Reagens 5 eller Vanrer. 1.09217
Farveindeks 50240 1,8 g/l
11=0,98 kg

Generel bemaerkning

Hvis der under brugen af dette apparat eller som fglge 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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GrofB3, Thieme 2009, 2. Auflage

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

®

H225: Meget brandfarlig vaeske og damp.

H318: Fordrsager alvorlig gjenskade.

H336: Kan for8rsage slgvhed eller svimmelhed.

H412: Skadelig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.

P210: Holdes vaek fra varme, varme overflader, gnister, &ben ild og andre
anteendelseskilder. Rygning forbudt.

P233: Hold beholderen taet lukket.
P240: Beholder og modtageudstyr jordforbindes/potentialudlignes.
P273: Undg udledning til miljoet.

P280: Baer beskyttelseshandsker/ beskyttelsestgj/ gjenbeskyttelse/
ansigtsbeskyttelse.

P305 + P351 + P338: VED KONTAKT MED @INENE: Skyl forsigtigt med
vand i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan ggres
let. Fortsaet skylning.

Reagens 1:
H226: Brandfarlig veeske og damp.
H412: Skadelig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.

Reagens 2:
H318: Fordrsager alvorlig gjenskade.
H412: Skadelig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.

Reagens 3/4:
H225: Meget brandfarlig vaeske og damp.

Life science-afdelingen hos Merck drives under navnet MilliporeSigma i US og Canada.

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Germany og/eller dennes tilknyttede selskaber. Alle rettigheder
forbeholdes. Merck og Sigma-Aldrich er varemeaerker tilhgrende Merck KGaA, Darmstadt, Germany. Alle
andre varemaerker tilhgrer deres respektive ejere. Detaljerede oplysninger om varemaerker kan findes via
de offentligt tilgaengelige ressourcer.

o . . . - . DA
H319: Forarsager alvorlig gjenirritation.

H336: Kan forarsage slgvhed eller svimmelhed.

Reagens 5:
H226: Brandfarlig veeske og damp.
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1.11885.0001 |REF
Mikroskopija

Gram-Color
komplet boja za metodu bojenja po Gramu

Samo za profesionalnu uporabu

|VD In vitro dijagnostic¢ki medicinski proizvod c €

Namjena

Ovaj ,Gram-Color - komplet bojaza metodu bojenja po Gramu” upotreblja-
va se za dijagnostiku ljudskih medicinskih stanica i sluZi za bakteriolosko
ispitivanje uzorka ljudskog podrijetla. Radi se o kompletu za bojenje pripre-
mljenom za upotrebu zahvaljujuci kojem je, kada se upotrebljava s drugim
in vitro dijagnosti¢kim proizvodima iz nase ponude, moguce procijeniti
bakterijske ciljne strukture (gram-pozitivne ili gram-negativne bakterije)
fiksiranjem, bojenjem, protubojenjem, poklapanjem u materijalima bakte-
rioloskih uzoraka, primjerice u razmazima tjelesnih tekucina u dijagnosticke
svrhe.

Otopine za Gram-Color izmjenjuju se i dizajniraju na takav nacin da se
bojenje moze izvoditi u stanicama za bojenje, na podlozi za bojenje
i u automatskim 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.
anilinskom 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
protuobojane safranin otopinom i izgledat ¢e ruZiasto 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. 1.11885.0001
Gram-Color
komplet bojaza metodu bojenja po Gramu

Komponente pakiranja:
Komplet za bojenje sadrzi

Reagens 1: Kristalno ljubi¢asta otopina 500 ml

Reagens 2: Lugolova otopina, stabilizirana 500 ml

Reagens 3 = 4: Otopina za obezbojenje svaka 500 ml

Reagens 5: Safranin otopina 500 ml

Pojedini reagensi
Umjesto kompleta za bojenje 1.11885.0001 moze se upotrijebiti sljedeca
kombinacija reagensa:

Kat. br. Gramova kristalno ljubicasta otopina 500 ml, 2,51
1.09218 za metodu bojenja po Gramu
Kat. br. Lugolova otopina stabilizirana s PVP za 11,25
1.00567 bojenje po GRAM-u
Kat. br. Lugolova otopina (razrijedena otopina 11,251
1.09261 kalija

i joda) za metodu bojenja po Gramu
Kat. br. Gramova otopina za obezbojenje 500 ml, 2,51
1.10218 za metodu bojenja po Gramu
Kat. br. Gramova safranin otopina 500 ml, 2,51

1.09217 za metodu bojenja po Gramu

HR

www.sigmaaldrich.com

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 fiksi-
rajte 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
sprjeava opasnost od infekcija i smanjuje otapanje uzorka, a time i konta-
minacija 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
prikladni instrumenti. Slijedite upute proizvodaca za primjenu/upotrebu.
Kada upotrebljavate odgovarajuce pomocne reagense, treba se pridrzavati
njihovih uputa za uporabu.

Priprema reagensa

Reagensi Gram-Color - komplet bojaza metodu bojenja po Gramu spremni
su za upotrebu, razrjedivanje otopina (osim za reagens 1 za bojenje
u stanici - pogledajte , Postupak™) nije potrebno.

Postupak

Bojenje u stanicama za bojenje

Preporucuje se razrjedivanje reagensa 1 (kristalno ljubicasta otopina) 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 boje-
nja.

Stakalce s fiksiranim razmazom

Reagens 1 (kristalno ljubicasta otopina) 1:30 min
Voda iz slavine 30s
Reagens 2 (Lugolova otopina, stabilizirana)* 3 min
Voda iz slavine 20s
Reagens 3 ili 4 (otopina za obezbojenje)** 5-10 s
Voda iz slavine 30s
Reagens 5 (safranin otopina) 1 min
Voda iz slavine 1 min
Susenje zrakom (npr. preko nodi pri 50 °C u komori za susenje)

* filtrirajte reagens 2 (Lugolova otopina, stabilizirana) nakon 3 ciklusa
** odlozite reagens 3 ili 4 (otopina za obezbojenje) nakon 5 ciklusa

Bojenje na podlozi za bojenje

Stakalce s fiksiranim razmazom

Reagens 1
(kristalno ljubicasta otopina)

u potpunosti pokrijte 1 min
i pricekajte reakciju

Reagens 2 kratko isperite

(Lugolova otopina, stabilizirana)

Reagens 2 u potpunosti pokrijte 1 min
(Lugolova otopina, stabilizirana) | i pricekajte reakciju

Destilirana voda pazljivo operite 5s
Reagens 3 ili 4 pazljivo pomaknite kruznim 10-15s

pokretima dok se vise ne
proizvode oblaci boje i
razmaz ne poprimi sivo-

(otopina za obezbojenje)

plavu boju
Destilirana voda pazljivo operite 5s
Reagens 5 u potpunosti pokrijte 1 min

(safranin otopina) i pricekajte reakciju

Destilirana voda pazljivo operite 5s

Susenje zrakom (npr. preko nodi 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 bojenja u stanici za bojenje.

Rezultat

Gram pozitivni mikroorganizmi plavo-ljubicasto

Gram negativni mikroorganizmi ruzi¢asta do crvene

Otklanjanje poteskoca
Fiksacija uzoraka razmaka

Neophodna je odredena razina fiksiranja toplinom s pomocéu Bunseno-
va plamenika da bi se sprijecio zarazni potencijal uzorka i daljnje Sirenje
bakterija.

Nema bojenja Gram pozitivnih bakterija

Kriticni 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 ¢ega 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
dijagnostic¢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

~Gram-Color - komplet za bojenje” boji i tako omoguéava vizualizaciju bio-
loskih struktura, kao Sto je opisano u poglavlju ,Rezultat” u ovim uputama
za uporabu. Ovaj proizvod smiju upotrebljavati samo ovlastene i kvalificira-
ne osobe. To se, izmedu ostaloga, odnosi na pripremu uzoraka i reagensa,
rukovanje uzorcima, donosenje odluka o odgovarajué¢im kontrolama itd.
Analiticka ucinkovitost ovog proizvoda potvrdena je ispitivanjem svake
proizvodne serije.

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

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

Gram bojenje

Gram pozitivni 16/16 16/16 6/6 6/6

mikroorganizmi

Gram negativni 16/16 16/16 6/6 6/6

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

Gram-Color - komplet za bojenje desetlje¢ima se uspjeSno upotrebljava u
klinickom okruzenju za velik broj primjena.

Klinicka ucinkovitost Gram-Color - komplet za bojenje posebno je odredena
utvrdivanjem njegove osjetljivosti i specifi¢nosti internoj studiji:

Gram pozitivni mikroorganizmi

Gram bojenje

Osjetljivost 14/15

Specificnost 15/15

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

Gram negativni mikroorganizmi

Gram bojenje

Osjetljivost 15/15

Specificnost 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.
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Medutim, kvalificirani i ovlasteni struénjaci moraju provesti dijagnosti¢ko
tumacenje 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 moze 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 moZze 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 Gram-Color - komplet bojaza 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 vec¢inu natalozenog
materijala. Nakon toga filtrirajte otopinu za bojenje kroz filtar papir.

Rok uporabe

Gram-Color - komplet bojaza metodu bojenja po Gramu moze 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
Pakiranje je dostatno za do 250 primjena.

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 trenutacno
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.

Pomoc¢ni 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. 1.09217  Gramova safranin otopina 500 ml, 2,51
za metodu bojenja po Gramu
Kat. br. 1.09218  Gramova kristalno ljubicasta otopina 500 ml, 2,51

za metodu bojenja po Gramu

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

Kat. br. 1.10218 Gramova otopina za obezbojenje
za metodu bojenja po Gramu

500 ml, 2,51



Klasifikacija rizika
Kat. br. 1.11885.0001
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. 1.11885.0001

Reagens 1 ili kat. br. 1.09218

C.I. 42555 10 g/
C¢HsOH 4 g/l
11=0,99 kg

Reagens 2 ili kat. br. 1.00567

PVP-jod 50 g/l
KI 10 g/l
11=1,02kg

Kat. br. 1.09261

L 3,49/l
KI 6,8 g/l
11=1,01kg

Reagens 3/4 ili kat. br. 1.10218

C,H0 634 g/l
C,H0 159 g/I
11=0,79 kg

Reagens 5 ili 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.
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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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
Grof3, Thieme 2009, 2. Auflage

4. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon
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H225: Lako zapaljiva tekucina i para.

H318: Uzrokuje teske ozljede oka.

H336: MoZe izazvati pospanost ili vrtoglavicu.

H411: Otrovno za vodeni okoli$ s dugotrajnim ucincima.

P210: Cuvati odvojeno od topline, vruéih povrsina, iskri, otvorenih plamena
i ostalih izvora paljenja. Ne pusiti.

P233: Cuvati u dobro zatvorenom spremniku.

P240: Uzemljiti i ucvrstiti spremnik i opremu za prihvat kemikalije.

P273: Izbjegavati ispustanje u okolis.

P280: Nositi zastitne rukavice/ zastitno odijelo/ zastitu za oci/ zastitu za
lice.

P305 + P351 + P338: U SLUCAJU DODIRA S OCIMA: oprezno ispirati
vodom nekoliko minuta. Ukloniti kontaktne lece ako ih nosite i ako se one
lako uklanjaju. Nastaviti ispirati.

Reagens 1:
H226: Zapaljiva tekudina i para.
H411: Otrovno za vodeni okoli$ s dugotrajnim ucincima.

Reagens 2:
H318: Uzrokuje teske ozljede oka.
H412: Stetno za vodeni okoli§ s dugotrajnim ucincima.

Reagens 3/4:

H225: Lako zapaljiva tekucina i para.

The Life Science Business tvrtke Merck posluje kao MilliporeSigma u SAD-u i Kanadi.
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H319: Uzrokuje jako nadrazivanje oka.
H336: Moze izazvati pospanost ili vrtoglavicu.

Reagens 5:
H226: Zapaljiva tekuéina i para.

Povijest revizija
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1.11885.0001 |REF
Mikroskopia

Gram-Color

zestaw roztwordw do barwienia metoda Grama

Wylacznie do uzytku przez specjalistow

|VD Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro c €

Przeznaczenie

~Gram-Color - zestaw roztworéw do barwienia metoda Grama” jest wy-
korzystywany w procesie medycznej diagnostyki komédrek ludzkich i stuzy
do bakteriologicznej oceny probek pochodzenia ludzkiego. Jest to gotowy
do uzycia zestaw do barwienia, ktdéry w potaczeniu z innymi dostepnymi w
naszej ofercie wyrobami do diagnostyki in vitro umozliwia przygotowanie
docelowych struktur (bakterii Gram-dodatnich lub Gram ujemnych) poprzez
utrwalanie, barwienie, barwienie kontrastujace, zamykanie w preparatach
bakteriologicznych, np. rozmazach lub ptynach ustrojowych, do celéw dia-
gnostycznych.

Roztwory do Gram-Color sq modyfikowane i przygotowywane w taki sposéb,
ze barwienie moze by¢ przeprowadzane w komorach do barwienia, na sta-
tywie do barwienia, a takze w automatycznych systemach barwigcych.

Niezabarwione struktury maja stosunkowo niski kontrast i sg niezwykle
trudne do odréznienia pod mikroskopem s$wietlnym. Obrazy utworzone z
uzyciem roztworéw barwigcych pomagajq upowaznionemu i wykwalifikowa-
nemu badaczowi lepiej zdefiniowac forme i strukture w takich przypadkach.
Aby postawi¢ ostateczng diagnoze, nalezy wykonac 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 sg 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 komérkowej bakterii Gram-dodatnich - ktére maja barwe niebiesko-
-fioletowq. Sciana komdrkowa bakterii Gram-ujemnych sktada sie natomiast
z jednowarstwowej struktury mureinowej, ktéra uwalnia barwnik wraz z
roztworem odbarwiajagcym. Bakterie Gram-ujemne sa poddawane barwie-
niu kontrastujgcemu z uzyciem roztworu safraniny i przybierajg 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. Gram-Color
1.11885.0001 zestaw roztworow
do barwienia metoda Grama

Zawartos¢ opakowania:
Zestaw do barwienia zawiera

Odczynnik 1: Roztwor fioletu krystalicznego 500 ml
Odczynnik 2: Ptyn Lugola, stabilizowany 500 ml
Odczynnik 3 = 4: Roztwdr odbarwiajacy kazdy 500 ml
Odczynnik 5: Roztwor safraniny 500 ml

PL
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Poszczegoélne odczynniki

Zamiast zestawu do barwienia 1.11885.0001 mozna uzy¢ ponizszej kombi-
nacji odczynnikow:

Nr kat. Roztwér Grama: fiolet krystaliczny, 500 ml, 2,51
1.09218 do barwienia metoda Grama
Nr kat. Ptyn Lugola stabilizowany PVP 11,25
1.00567 (poliwinylopirolidonem)

do barwienia metodg Grama
Nr kat. Ptyn Lugola (rozcienczony roztwér 11,2,51
1.09261 jodu i jodku potasu)

do barwienia metoda Grama
Nr kat. Roztwér odbarwiajacy Grama 500 ml, 2,51
1.10218 do barwienia metodg Grama
Nr kat. Roztwdr Grama: safranina 500 ml, 2,51
1.09217 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 probek nalezy uzywac odpowiednich
instrumentdéw. Postepowac zgodnie z instrukcjami producenta dotyczacymi
zastosowania/uzytkowania.

Podczas stosowania odpowiednich odczynnikdw pomocniczych nalezy
przestrzegac odpowiedniej instrukcji uzytkowania.

Przygotowywanie odczynnika

Odczynniki z zestawu do barwienia metoda Grama stosowanego do barwie-
nia sg gotowe do uzycia i rozcienczanie roztworéw (z wyjatkiem odczynnika
1 do barwienia w komorze - zob. ,Procedura”) nie jest konieczne.

Procedura

Barwienie w komorze do barwienia

Jesdli stosowana bedzie metoda z zanurzeniem, zaleca sie rozciefnczenie
odczynnika 1 (roztworu fioletu krystalicznego) woda destylowang

w stosunku 1:3.

Szkietka zanurzy¢ i porusza¢ nimi w roztworach. Samo zanurzenie spowoduje
uzyskanie niewtasciwych rezultatéw barwienia.

Po kazdym z etapéw 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 czaséw.

Szkietko z utrwalonym rozmazem

Odczynnik 1 (roztwdr fioletu krystalicznego) 1:30 min
Biezaca woda z kranu 30 sek.
Odczynnik 2 (ptyn Lugola, stabilizowany)* 3 min
Biezaca woda z kranu 20 sek.
Odczynnik 3 lub 4 (roztwdr odbarwiajgcy)** 5-10 sek.
Biezaca woda z kranu 30 sek.
Odczynnik 5 (roztwér safraniny) 1 min
Biezaca woda z kranu 1 min

Osuszy¢ na powietrzu (np. przez noc lub w temp. 50°C w suszarce)

* odfiltrowaé odczynnik 2 (ptyn Lugola, stabilizowany) po 3 cyklach
** wyrzuci¢ odczynnik 3 lub 4 (roztwor do odbarwiania) po 5 cyklach



Barwienie na statywie do barwienia

Szkietko z utrwalonym rozmazem

Odczynnik 1 doktadnie przykry¢ i 1 min
(roztwor fioletu krystalicz- pozostawi¢ do wystapienia
nego) odczynu
Odczynnik 2 krotko przeptukad
(ptyn Lugola, stabilizowany)
Odczynnik 2 doktadnie przykry¢ i 1 min
(ptyn Lugola, stabilizowany) | pozostawi¢ do wystapienia

odczynu
Woda destylowana ostroznie przemy¢ 5 sek.
Odczynnik 3 lub 4 ostroznie zamieszac 10 - 15 sek.
(roztwdr odbarwiajacy) preparatami, az barwnik

przestanie sie unosi¢, a

rozmaz przyjmie szaro-

niebieski kolor
Woda destylowana ostroznie przemy¢ 5 sek.
Odczynnik 5 doktadnie przykryc i 1 min
(roztwor safraniny) 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-
ratéw (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-fioletowg

Mikroorganizmy Gram-ujemne od rézowego do czerwonego

Rozwigzywanie probleméw
Utrwalanie prébek rozmazu

Odpowiedni stopien utrwalenia preparatéow 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 systemoéw barwigcych nalezy poste-
powac zgodnie z instrukcjami dostarczonymi przez producenta systemu i
oprogramowania.

Przed przystapieniem do przechowywania nalezy usuna¢ nadmiar olejku
immersyjnego.

Parametry wydajnosci analitycznej

,Gram-Color - zestaw do barwienia” wybarwia i tym samym wizualizuje
struktury biologiczne, jak opisano w rozdziale ,Wynik” niniejszej Instrukcji
obstugi (IFU). Produkt moze by¢ uzywany wytacznie przez osoby upowaz-
nione i wykwalifikowane. Dotyczy to miedzy innymi przygotowania probek i
odczynnikow, postepowania z probkami, decyzji dotyczacych odpowiednich
kontroli i innych.

Wydajnosc¢ analityczna produktu jest potwierdzana poprzez testowanie
kazdej partii produkcyjnej.

Dla ponizszych barwnikéw, w zakresie paramteréw analitycznych wymienio-
nych ponizej, potwierdzono, ze wskaznik swoistosci, czutosci i powtarzalno-
$ci produktu wynosi 100%:

Swoistos¢ | Czutosc Swoisto$¢ | Czutosé
miedzyse- miedzyse- | wewnatrz- | wewnatrz-
ryjna ryjna seryjna seryjna
Barwienie metoda,
Grama
Mikroorganizmy 16/16 16/16 6/6 6/6
Gram-dodatnie
Mikroorganizmy 16/16 16/16 6/6 6/6
Gram-ujemne

yniki analityczne

PL
Dane wewnatrz- (wykonane na tej samej serii) i miedzyseryjne (wykonane
na réznych seriach) przedstawiajq wiele prawidtowo wybarwionych struktur
w stosunku do liczby wykonanych testow.

Parametry wydajnosci klinicznej

Gram-Color - zestaw do barwienia jest z powodzeniem wykorzystywany w
wielu zastosowaniach w warunkach klinicznych od kiludziesieciu lat.
Wydajnosc kliniczna Gram-Color - zestaw do barwienia w szczegdlnosci
zostata okreslona poprzez ustalenie jego czutosci i swoistosci w badaniu
wewnetrzym:

Mikroorganizmy Gram-dodatnie

Barwienie metoda Grama
Czutosé 14/15
Swoistosc 15/15

Czuto$é: 14 z 15 préobek: 93,3%
Swoistos$¢: 15 z 15 probek: 100%

Mikroorganizmy Gram-ujemne

Barwienie metoda Grama
Czutosé 15/15
Swoistosc 15/15

Czutos$é: 15 z 15 probek: 100%
Swoistos$¢: 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 tgq mozna dodatkowo stosowac w diagnostyce ludzkiej.

Diagnostyka

Diagnozy moze stawia¢ wytgcznie odpowiednio upowazniony i
wykwalifikowany personel.

Nalezy stosowac obowigzujace nazewnictwo.

Metode tq mozna dodatkowo stosowaé w diagnostyce ludzkiej.

Nalezy wyznaczy¢ i przeprowadzi¢ dalsze badania zgodnie z uznanymi meto-
dami.

Podczas kazdego zastosowania nalezy korzysta¢ z materiatdéw 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

Przechowywac¢ Gram-Color - zestaw roztwordéw do barwienia metodg Grama
w temperaturze od +15 °C do +25 °C.

W temperaturze ponizej 15 °C z roztworéw do barwienia moze wytracac

sie kolorowy osad. W razie wytracenia 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 przefiltrowac roztwory do
barwienia za pomoca filtra papierowego.

Okres przydatnosci do uzycia

Gram-Color - zestaw roztworéw do barwienia metodg Grama moze by¢
uzywany do uptywu 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.

Pojemnosc¢
Opakowanie wystarcza na 250 zastosowan.

Dodatkowe instrukcje

Wylacznie do uzytku przez spe#cjalistow.

W celu unikniecia btedéw wyrobu powinien uzywaé wytacznie wykwalifiko-
wany personel.

Nalezy przestrzegac¢ krajowych wytycznych w zakresie bezpieczenstwa
pracy i kontroli jakosci.

Nalezy uzywac mikroskopow, ktérych wyposazenie odpowiada obowigzuja-
cym normom.

W razie potrzeby nalezy uzy¢ standardowej wirdwki odpowiadajacej wymo-
gom laboratorium diagnostyki medycznej.

Ochrona przed zakazeniem

Nalezy stosowac 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

Nr kat. 1.04699 Olejek imersyjny
do mikroskopii

100 ml - butelka
z zakraplaczem,
100 ml, 500 ml

Nr kat. 1.07961 Entellan™ nowy 100 ml, 500 ml,
$rodek do szybkiego zamykania 11
preparatow mikroskopowych

Nr kat. 1.09016 Neo-Mount™ bezwodny $rodek
do zamykania preparatow

100 ml - butelka
z zakraplaczem,

do mikroskopii 500 ml

Nr kat. 1.09217 Roztwér Grama: safranina do 500 ml, 2,51
barwienia metodg Grama

Nr kat. 1.09218 Roztwér Grama: fiolet krystaliczny, 500 ml, 2,51
do barwienia metodg Grama

Nr kat. 1.09261  Plyn Lugola (rozcienczony roztwor 11,251
jodu i jodku potasu)
do barwienia metoda Grama

Nr kat. 1.10218 Roztwér odbarwiajacy Grama 500 ml, 2,51

do barwienia metoda Grama

Klasyfikacja zagrozen
Nr kat. 1.11885.0001

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.

Gtéwne skiadniki produktow
Nr kat. 1.11885.0001

Odczynnik 1 lub Nr kat. 1.09218

C.I. 42555 10 g/
C4HsOH 4 g/l
11=0,99 kg

Odczynnik 2 lub Nr kat. 1.00567

PVP-jod 50 g/l
KI 10 g/
11=1,02 kg

Nr kat. 1.09261

L 3,4 g/l
KI 6,8 g/l
11=1,01kg

Odczynnik 3/4 lub Nr kat. 1.10218

C,H0 634 g/|
C,H0 159 g/l
11=0,79 kg

Odczynnik 5 lub Nr kat. 1.09217
C.I. 50240 1,8 g/l
11=0,98 kg

Uwaga ogoélna

Jesli podczas uzytkowania tego urzadzenia lub w wyniku jego uzytkowania
wystapit powazny incydent, to nalezy zgtosic¢ to producentowi i/lub jego
upowaznionemu przedstawicielowi oraz organowi krajowemu.

Dziatalno$¢ w segmencie Life Science firmy Merck odbywa sie pod marka MilliporeSigma w USA
i Kanadzie.

© 2025 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.
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H225: Wysoce tatwopalna ciecz i pary.
H318: Powoduje powazne uszkodzenie oczu.
H336: Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

H412: Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujac dtugotrwate
skutki.

P210: Przechowywac z dala od zrddet ciepta, goracych powierzchni, zrodet
iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet zaptonu. Nie palic.

P233: Przechowywaé pojemnik szczelnie zamkniety.
P240: Uziemic¢ i potaczy¢ pojemnik i sprzet odbiorczy.
P273: Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.

P280: Stosowac rekawice ochronne/ odziez ochronng/ ochrone oczu/
ochrone twarzy.

P305 + P351 + P338: W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie
ptukac¢ woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg i
mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.

Odczynnik 1:
H226: tatwopalna ciecz i pary.

H412: Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujac dtugotrwate
skutki.

Odczynnik 2:

H318: Powoduje powazne uszkodzenie oczu.

H412: Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujac dtugotrwate
skutki.

Odczynnik 3/4:

H225: Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H319: Dziata draznigco na oczy.

H336: Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

Odczynnik 5:
H226: tatwopalna ciecz i pary.

Historia zmian

Wersja Komentarz do modyfikacji
2024-Jul-24
2024-Jul-24 V.2 | Brak zmian w ttumaczeniu na jezyk polski

Pierwsza wersja z wprowadzong historig zmian
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Sigma-Aldrich.

1.11885.0001 |REF
Microscopia

Gram-Color
Conjunto para a coloragcdo Gram

Apenas para utilizacao profissional

|VD Dispositivo Médico para Diagndstico In-Vitro c €

Finalidade prevista

O presente “Gram-Color — Conjunto a coloragdo Gram” é utilizado para
diagndstico médico de célula humana e serve para investigagdo bacterio-
I6gica de material de amostra de origem humana. E um kit de coloracdo
pronto a utilizar que, quando utilizado juntamente com outros produtos de
diagnéstico in-vitro da nossa gama, tornam as estruturas-alvo bacteria-
nas (bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas) por fixacdo, coloracdo,
contracoloragdo, montagem materiais de amostra bacterioldgica. p. ex.,
esfregacos de liquidos corporais, avalidveis para fins de diagndstico.

As solugdes Gram-Color sdo modificadas e concebidas de forma a que a co-
loragdo possa ser realizada em células de coloragdo, no rack de coloragéo,
bem como em sistemas de coloragdo automatizados.

As estruturas ndo coradas tém relativamente pouco contraste e séo extre-
mamente dificeis de distinguir no microscdpio 6tico. As imagens criadas
utilizando as solugdes de coloragao 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 diagnéstico 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 solugdo 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 solucdo de safranina e
adquirem depois a cor rosa a vermelho.

Material da amostra

Esfregacos de material bacteriolédgico que tenham sido secos ao ar e fixados
a quente, como esputo, esfregacos de bidpsias de aspiragdo por agulha fina
(FNAB), enxaguamentos, impressodes, efusées, pus, exsudados, culturas
liquidas e solidas

Reagents

Cat. n.° 1.11885.0001
Gram-Color
Conjunto a coloragdo Gram

Componentes da embalagem:
O kit de coloragéo contém

Reagente 1: Solugdo de violeta cristal 500 ml
Reagente 2: Solugdo de Lugol, estabilizada 500 ml
Reagente 3 = 4: Solugdo descolorante cada 500 ml
Reagente 5: Solugdo de safranina 500 ml

Reagentes individuais

Em vez do kit de coloragdo 1.11885.0001, pode ser utilizada a seguinte

combinacgdo de reagentes:

Cat. n.° 1.09218 Solugdo de violeta cristal segundo Gram 500 ml, 2,51
para a coloragdo de Gram

Cat. n.° 1.00567 Solugao de Lugol estabilizada com PVP 11,251
para coloragdo Gram
Cat. n.° 1.09261 Solucdo de Lugol (solugdo diluida de iodo- 11,2,51

iodeto de potassio)
para a coloragdao de Gram

Cat. n.° 1.10218 Solugao descolorante de Gram 500 ml, 2,51
para a coloragdo de Gram
Cat. n.° 1.09217 Solugdo de safranina segundo Gram 500 ml, 2,51

para a coloragao de Gram

PT

www.sigmaaldrich.com

Preparacao 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
ldmina 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 ldmina (com o lado do esfregaco 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 infegles e reduz a dissolugdo do material da
amostra e, assim, a contaminacdo 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 / utilizag@o do fabricante.

Ao utilizar os reagentes auxiliares correspondentes, tém de ser cumpridas
as instrugdes de utilizagdo correspondentes.

Preparacao do reagente

Os reagentes utilizados para a coloragdo do Gram-Color — Conjunto a co-
loragdo Gram estdo prontas a usar; ndo € necessaria diluigdo das solugdes
(exceto para o reagente 1 para coloragdo na célula de coloragdo - consulte
“Procedimento”), o que apenas causaria deterioragdo do resultado da colo-
ragdo e da estabilidade.

Procedimento

Coloragao na célula de coloragdo

Recomenda-se que se dilua o reagente 1 (solugdo violeta cristalina) 1:3
com agua destilada, caso seja usado o método de imersdo.

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 coloragdo indivi-
duais, como medida para evitar qualquer contaminagdo cruzada desneces-
saria das solugbes.

Os tempos indicados devem ser cumpridos para garantir um resultado de
coloragdo ideal.

Lamina com esfregaco fixo

Reagente 1 (solugdo de violeta cristal) 1:30 min.
Agua de torneira corrente 30 seg.
Reagente 2 (solugdo de Lugol, estabilizada)* 3 min.
Agua de torneira corrente 20 seg.
Reagente 3 ou 4 (solugdo descolorante)** 5-10 seg.
Agua de torneira corrente 30 seq.
Reagente 5 (solugdo de safranina) 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 o reagente 2 (solugdo de Lugol, estabilizada) apds 3 passagens
** glimine os reagentes 3 ou 4 (solugdo de descoloragdo) apos 5 passagens

Coloragao no rack de coloragao

Lamina com esfregaco fixo

cubra completamente e 1 min.
deixe reagir

Reagente 1 (solugdo de
violeta cristal)

Reagente 2 (solugdo de
Lugol, estabilizada)

enxague brevemente

Reagente 2 (solugdo de cubra completamente e 1 min.
Lugol, estabilizada) deixe reagir

Agua destilada lave cuidadosamente 5 seg.
Reagente 3 ou 4 (solugao faga rodar cuidadosamente 10 - 15
descolorante) 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.
Reagente 5 (solugdo de cubra completamente e 1 min.

safranina) 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 coloragé@o na célula de colorag&o.

Resultado
Microrganismos Gram-positivos
Microrganismos Gram-negativos

azul-violeta
rosa a vermelho

Resolugcao de anomalias
Fixacdo de amostras em esfregaco

E essencial um determinado grau de termofixagdo com um bico de Bunsen
ou numa estufa de calor, a fim de evitar o potencial infeccioso das amostras
e demais proliferacdo das bactérias.

Sem coloragdo das bactérias Gram-positivas

A fase critica do procedimento de coloragdo de Gram é o passo de descolo-
racdo, que pode ser influenciado pela espessura do esfregaco. Além disso,
uma solugdo descolorante fresca é altamente reativa, razdo pela qual o
resultado deve ser avaliado com cautela. Durante o passo de descoloragao,
o utilizador devera cumprir os tempos de incubacdo exatos descritos no
protocolo, uma vez que, de contrario, podem surgir resultados falso-nega-
tivos.

Notas técnicas

O microscopio usado devera cumprir os requisitos de um laboratério de
diagndstico médico.

Ao utilizar sistemas de coloragdo automatica, por favor, siga as instrugdes
de utilizagdo disponibilizadas pelo fornecedor do sistema e do software.
Retire o excedente do dleo de imerséo antes de encher.

Caracteristicas do desempenho analitico

“Gram-Color - Conjunto a coloragdo” cora e, por conseguinte, visualiza
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 producdo.

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 16/16 16/16 6/6 6/6
Gram-positivos
Microrganismos 16/16 16/16 6/6 6/6
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 relagdo ao numero de ensaios efetuados.

Caracteristicas do desempenho clinico

O Gram-Color - Conjunto a coloragéo foi utilizada durante décadas com
sucesso em ambiente clinico num nimero elevado de aplicagGes.

O desempenho clinico do Gram-Color - Conjunto a coloragdo 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 %
Microrganismos Gram-negativos

Coloragao de Gram

Sensibilidade 15/15

Especificidade 15/15

Sensibilidade: 15 amostras em 15: 100 %
Especificidade: 15 amostras em 15: 100 %

PT

Os resultados desta avaliagdo do desempenho confirmam que o produto é
adequado para a utilizacdo 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.

Diagndéstico

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 o Gram-Color - Conjunto a coloragdo 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

O Gram-Color - Conjunto a coloracdo 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
A embalagem é suficiente para até 250 aplicagoes.

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 segurancga no trabalho e
garantia de qualidade.

Tém de ser utilizados microscépios equipados de acordo com o padréo.

Se necessario, utilize uma centrifugadora padrdo adequada a laboratérios
de diagnostico médico.

Protecdao contra infegoes

Deverdo 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 eliminagdo.

As soluces utilizadas e as solucdes que excedam a durabilidade tém de
ser eliminadas como residuos especiais, de acordo com as diretrizes locais.
Informagdo 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.2 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 imersdo
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.° 1.09217 Solugdo de safranina segundo Gram 500 ml, 2,51
para a coloragdo de Gram

Cat. n.° 1.09218 Solugdo de violeta cristal segundo Gram 500 ml, 2,5 |
para a coloragao de Gram

Cat. n.° 1.09261 Solugdo de Lugol (solugédo diluida de 11,251
iodo-iodeto de potassio)
para a coloragdao de Gram

Cat. n.° 1.10218 Solugao descolorante de Gram
para a coloragdo de Gram

500 ml, 2,51



Classificacao do perigo
Cat. n.° 1.11885.0001

Observe a classificagdo de perigo impressa no rétulo e a informagdo dada
na ficha de dados de seguranga.

A ficha de dados de seguranca esta disponivel no site na Internet e por
pedido.

Principais componentes dos produtos
Cat. n.° 1.11885.0001
Reagente 1 ou Cat. n.°© 1.09218

C.I. 42555 10 g/l
CgHsOH 49/l
11 = 0,99 kg

Reagente 2 ou Cat. n.°c 1.00567

PVP-Iodo 50 g/I
KI 10 g/1
11 = 1,02 kg

Cat. n.° 1.09261

I 3,449/l
Kl 6,8 g/l
11 = 1,01 kg

Reagente 3/4 ou Cat. n.© 1.10218

C,HsO 634 g/l
C;H¢O 159 g/I
11 = 0,79 kg

Reagente 5 ou Cat. n.° 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l

11 = 0,98 kg

Comentario geral

Se, durante a utilizacdo deste dispositivo ou como resultado da sua utiliza-
gao, ocorrer um incidente grave, queira comunica-lo ao fabricante e/ou ao
seu representante autorizado e a sua autoridade nacional.
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H225: Liquido e vapores altamente inflamaveis.

H318: Provoca lesGes oculares graves.

H336: Pode provocar sonoléncia ou vertigem.

H412: Nocivo para os organismos aquaticos, com efeitos prolongados.

P210: Mantenha afastado do calor/ faisca/ chama aberta/ superficies
quentes.- Nao fume.

P233: Mantenha o recipiente hermeticamente fechado.
P240: Aterre e vincule o recipiente e equipamento de recepgao.
P273: Evite a liberagdo para o meio ambiente.

P280: Use luvas protetoras/ roupas protetoras/ protegdo para os olhos/
protegdo para o rosto.

P305 + P351 + P338: EM CASO DE CONTATO COM OS OLHOS: Enxague
cuidadosamente com agua durante varios minutos. No caso de uso de
lentes de contato, remova-as, se for facil. Continue enxaguando.

Reagente 1:
H226: Liquido e vapores inflamaveis.
H412: Nocivo para os organismos aquaticos, com efeitos prolongados.

Reagente 2:
H318: Provoca lesGes oculares graves.
H412: Nocivo para os organismos aquaticos, com efeitos prolongados.

Reagente 3/4:
H225: Liquido e vapores altamente inflamaveis

O sector Life Science da Merck opera como MilliporeSigma nos EUA e Canada.

© 2025 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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H319: Provoca irritagdo ocular grave.
H336: Pode provocar sonoléncia ou vertigem.

Reagente 5:
H226: Liquido e vapores inflamaveis.

Histoérico de revisdes

Versdo Comentario a modificagdo

2024-Jul-24 Versdo inicial com a introdugdo do histdrico de revisdes

2024-Jul-24 V.2 | Nenhuma alterag&o na tradugdo para portugués
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Consulte as instrugdes Fabricante NUmero de Cédigo do

de utilizagdo catdlogo lote
Cuidado: consulte os Usar até Limite de
documentos anexos AAAA-MM-DD temperatura

Status: 2024-Jul-24 V.2

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
Tel. +49(0)6151 72-2440
www.sigmaaldrich.com

MERRCK



Sigma-Aldrich.

1.11885.0001 |REF
Mukpockonus

Gram-Color

Habop 3a ougeTaBaHe no Gram

Camo 3a npodecmoHanHa ynorpeba

|VD MeanLMHCKO usaenue 3a in vitro aonarHocTuka c €

NMpepHa3zHayeHue

Tosu ,Gram-Color - Habop 3a ouBeTsiBaHe no Gram" ce n3non3ea 3a
KMeTbyYHa AMArHOCTMKa B XyMaHHaTa MeauLMHa U CyXu 3a 6akTepuo-
JIOTMYHO M3CcnesBaHe Ha MaTepuan oT Npobu oT YoBeLKM npousxoa. Toi
npeacTaBnisiBa rotoB 3a ynotpeba KuUT, KOWUTO npu ynotpeba 3aeaHo ¢ Apyru
NpOAYKTM 3a in vitro AnarHoCTUKa oT Hawus nopTdein npasu 6akTepuan-
HUTE TapreTHU CTPYKTYPU OLEHUMU 3@ ANArHOCTUYHK Lenn (Gram-nosoxu-
TenHu unu Gram-oTpuuaTtenHn 6aktepum) ypes duKkcMpaHe, ouBeTaBaHe,
KOHTpPaoLBeTABaHe, NocTaBsiHe BbPXYy NPEAMETHO CTbK/I0 B MaTepuanu ot
6aKTepnonornyHn nNpobu, HanpuMep HaTPUBKMN OT TENTIECHWU TEYHOCTU.

PastBopuTe no Gram-Color ca MoaMdMLMPaHK MU ca NPOEKTUPaHU No TakbB
HauWH, Ye OUBETSIBAHETO MOXE Aa Ce M3BBLPLUM B KNETKUTE 3a OUBETSBaHe,
Ha CToiKkaTa 3a ouBETsIBaHe M B aBTOMaTM3UPaHM CUCTEMM 33 OLBETSIBaHE.

HeouBeTeHUTe CTPYKTYpU Ca CbC CpaBHUTENHO clab KOHTPacCT 1 ca 13-
KIIOYUTENHO TPYAHM 3@ pa3rpaHuyaBaHe nof HabnaeHne CbC CBET/IMHEH
MuKpockon. M3obpaxeHuaTa, Cb3aafeHu C NOMOLLTa Ha pasTBopuTe 3a
ouBeTaBaHe, noMaraT Ha YMb/IHOMOLLEHMA U KBanuduumupaH nscneaosaren
no-aobpe aa onpegenun dopmaTa 1 CTpyKTypaTa B Takuea cnydan. Tpsibsa
Aa ce U3BbplaT AOMbJHUTENHU U3CNeABaHNS B CbOTBETCTBME C NPU3HATH,
Ba/MAHN METOAM, 3a Aa Ce AOCTUrHe A0 AedUHUTUBHA AnarHosa.

MpyHUMN

B 6akTepuonoruaTa ouseTsiBaHeTo no Gram no3sossiBa 6bp30 AndepeHum-
paHe Ha 6akTepuute Ha Gram-nosIOXUTENHN N Gram-oTpULaTENHN.

MypeunHoBaTa CTpyKTypa Ha 6akTepuanHaTa CTeHa e ocHoBaTa Ha adpuHuTe-
Ta KbM 6arpuna.

B nbpBaTa cTbnka 6akTepunTe Lie ce OUBETSAT C KPUCTasHO BUOMETOBO, aHWU-
nnHOBO 6arpuno. Cnea TpeTupaHeTo ¢ oAeH pasTBop (N1yrosioB pa3TBop)
e ce obpasysa komnnekc 6arpuno-inoa. Mo BpemMe Ha cTbnkaTta Ha obes-
LBeTsABaHe TO3M KOMMJIEKC OCTaBa B MHOrocsoliHaTa MypenHoBa CTpyKTypa
Ha KfeTbyHaTa cTeHa Ha Gram-nonoXxuTenHuTe 6akTepun - Te LWe nsrnex-
AaT CUHbO-BMOJIETOBMU.

Gram-oTpuuaTenHuTe 6akTepum, 3a pasnvka oT TOBa, UMAT KeTbYHa CTeHa,
CbCTOSAWA Ce OT eAHOCNOoHa MypenHoBa CTPYKTypa U CbOTBETHO 0CBO6OX-
AaBaT 0THOBO H6arpunoTo c pa3TBopa 3a obesLBeTsiBaHe. Gram-oTpuuaTen-
HUTe 6akTepuu Wwe 6bAaT KOHTPAOLBETEHM C Pa3TBOP Ha cadpaHuH U e
nsrnexzaat po3oBu A0 YEepBEHU.

MaTtepman Ha npoburte

HaTpuBku oT 6akTepronornyeH matepvasn, KOMTo ca 6unu nscylweHn Ha
Bb34yX M (PUKCMPaHK Ype3 3arpsiBaHe, KaTo Xpayka, HaTPMBKWU OT TbHKO-
UrneHn acnupaunoHHn 6uoncun (FNAB), naBaxwu, OTIMBKU, U3NINBU, THOW,
eKkcynaTu, TeYHU U TBBPAN KYNTypw.

Pearentun

KaTt. N2 1.11885.0001
Gram-Color
Habop 3a oueTsaBaHe nNo Gram

KoMnoHeHTU B onakoBKara:
KuTbT 32 ouBeTsiBaHe CbAbpXKa

PearenT 1: KpucrtaneH BnoneTos pa3Teop 500 ml
PeareHT 2: Jlyronos pasTBop, cTabunusnpaH 500 ml
PeareHT 3 = 4: O6e3uBeTsiBaLy pa3TBop no 500 ml
PeareHT 5: CadpaHuH pa3TeBop 500 ml

EAMHWYHKM peareHTHn

BMmecTo kuTa 3a ouBeTaBaHe 1.11885.0001 Moxe aa ce n3nonsea crieaHaTa
KOMOMHaUMa OT peareHTu:

KaTt. N 1.09218 KpucraneH Bnonetos pastsop no Gram 500 ml, 2,51
3a ouseTsABaHe no Gram

KaTt. N 1.00567 Jlyronoe pa3tBop ctabunusupan c PVP 11,2,51
3a ougeTaBaHe no [pam

KaTt. N 1.09261 Jlyronoe pa3tBop (pa3peaeH pa3TBop Ha 11,2,51
noa-kanves noauna)
3a ouBeTsiBaHe no Mpam

KaTt. N 1.10218 O6e3uBeTsiBaLy pa3tBop no Gram 500 ml, 2,51
3a ouseTsiBaHe no Gram

Kat. N 1.09217 CadpaHuH pa3tesop no Gram 500 ml, 2,51

3a ouBeTsiBaHe no Gram
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MoarotoBka Ha npoburte
B3emaHeTo Ha nNpobu TpsabBa Aa ce M3BbPLUBA OT KBanuduUMpaH nepcoHarn.

HaHeceTe MaTepuana Ha npobaTta BbpXy YMUCTO NMPEAMETHO CTbKI0 6e3 Ma3-
HWMHa C MOMOLUTa Ha 3akaneHa npumka. Cnej ToBa NpUroTBeTe HaTpuBka OT
mMaTepuana wau AUPEeKTHO BbpXY NPeAMETHOTO CTbK/0, UAKN KaTo MbpBO CMe-
cute ¢ 1 - 2 kanku dpusnonornyeH pasteop (pasteop Ha Ringer). U3cyweTte
Ha Bb34yX M cej ToBa duKcupaiiTe Ypes 3arpsiBaHe, kaTto 6aBHO M3TernsTe
npeAMEeTHOTO CTbKJIO (C 06bpHaTa Harope CTpaHa C HaTpuBKa) npes ropHaTta
4yacT Ha nnaMbka Ha ropesnkaTta Bunsen TpukpaTHo. Cnea ToBa ocTaBeTe Aa
ce oxnagM u ouBeTeTe.

HaTpuBkuTe, U3CyLLIEHN Ha Bb3ayX, TpsibBa fAa ce dumKcupaT ypes 3arpsiBaHe
MHOro BHMMaTenHo. ToBa NpeAoTBpaTsBa pucka oT MHMEKLMN U HamansBsa
pa3TBapsiIHETO Ha MaTepuana Ha NpobuTe 1 CneaoBaTeNHO - KOHTaMUHaLUs
Ha pa3TBOPUTE M Ha ApyruTe NpeAMeTHU CTbKNa.

Bcuykm npobu TpsibBa Aa ce TpeTupaT C U3Mof3BaHe Ha Hall-akTyanHaTta
TexHonorus.

Bcuukun npobu TpsibBa sicHo Aa ce o6o3HauvaT.

3a B3eMaHe Ha nNpobu n TaxHaTa noAroToBka TpsibBa Aa ce u3nonssaT
NOAXOASLN UHCTPYMeHTU. CnefBaliTe MHCTPYKUMUTE 3a NPUIOXEHKe / yno-
Tpeba Ha npousBoAuTENS.

KoraTo ce u3nonseaTt CbOTBETHUTE MOMOLLHW peareHTu, Tpsbea Aa ce cnas-
BaT CbOTBETHUTE MHCTPYKLMM 3a yrnoTpeba.

MoarotoBka Ha peareHTUTe

PeareHTn Ha Gram-Color - Habop 3a ouBeTsaBaHe No Gram ca roTosu 3a
ynoTpeba, He ce Hanara pa3pexaaHe Ha pa3TBopuTe (OCBeH 3a peareHT 1 3a
ouBeTsiBaHe B KJleTKaTa 3a ouBeTsiBaHe - BuxTe ,Mpoueaypa").

Mpoueaypa

OuBeTsiBaHe B KJlIeTKaTa 3a ouBeTsiBaHe

MpenopbyBa ce peareHT 1 (KpUCTaNHUSAT BUOSIETOB pa3TBOp) Aa Ce paspean
1:3 c pectmnnpaHa Boda, ako ce M3Moa3Ba METoAa C noTansHe.

MpeaMeTHWTE CTbkNa TpsibBa Aa ce NOTONST U Aa Ce pasABMXaT 3a KpaTKo B
pasTBOpUTE, MPOCTOTO MOTansiHe BOAM A0 HEAOCTATbYHO OLBETSBAHE.
MpeaMeTHWTE CTbkNa TpsibBa Aa MMaT Bb3MOXHOCT A06pe Aa ce oTuexaar
cnep oTAeNHUTE CTbIMKM Ha OLBETABAHE, KaTo MApKa 3a U3bsreaHe Ha HeHYX-
HO KpPbCTOCAHO 3aMbpcsiBaHe Ha pa3TBopuTe.

MocouyeHuTe BpemeHa TpsibBa Ja ce cnasBsaT, 3a Aa Ce rapaHTvpa onTuManeH
pesynTaT OT OLBETABAHETO.

MpeaMeTHO CTbKIO C PUKCUpaHa HaTpuBKa

PeareHT 1 (KpucTaneH BMONETOB pa3TBop) 1:30 MuH.
Tevawa yewMsiHa BoAa 30 cek.
PeareHT 2 (nyronos pasTBop, CTabunmanpan)* 3 MUH.
Tevawa yewMsHa BoAa 20 cek.
PeareHT 3 nnu 4 (o6esuBeTsiBaly, pa3TBop)** 5 - 10 cek.
Tevala yewmMaHa Boja 30 cexk.
PeareHT 5 (cadppaHuH pa3Teop) 1 MuH.
Tevawa vewmsaHa Boja 1 MuH.
M3cyweTe Ha Bb3Ayx (Hanp. 3a AeHoHowwme uam npu 50 °C B wkada 3a
n3cylaBaHe)

*  cduntpupalite peareHT 2 (1yrosnos pa3TBop, CTabunuampaH) cnea 3 um-
Kbna

** paxpbprieTe peareHT 3 unu 4 (obesuseTsBaly pa3TBop no Gram) cneg 5
uMKbIa

OuBeTsiBaHe Ha CToWKaTa 3a ouBeTABaHe

MpeaMEeTHO CTbKO C MKCMpaHa HaTpuBKa

PeareHT 1 (KpuUCTaneH BMO- | MOKPUITE HAMb/IHO U OCTa- 1 MUH.
IeTOB pa3TBop) BeTe fa npoTeye peakums

PeareHT 2 (nyronos pas-
TBOp, CTabunmnsmnpax)

M3nnakKHeTe 3a KpaTko

PeareHT 2 (nyronos pas-
TBOp, CTabmunmsunpax)

NOKPWUIATE HaMbJIHO U OCTa- 1 MuH.
BETE Aa npoTeye peakuna

[ectunupaHa Boaa M3MNINTE BHUMATENHO 5 cek.
PeareHT 3 nnu 4 (o6esuse- 3aBbpTeTE BHUMATENHO Npe- 10 - 15
TsBaLL, pasTBop) AMEeTHUTe CTbKNa, AoKaTo cek.

cnpat aa ce obpasysaTt 06-
naveta 6arpwio u HaTpuB-
KaTa npuaobue cMBoO-CcUH

uBsAT
[ectunupaHa Boaa M3MNINTE BHUMATENHO 5 cek.
PeareHT 5 (cadppaHuH NOKpuWIATE HaMb/IHO N ocTa- 1 MuH.

pasTBop) BeTe [la npoTeye peakuus




[ectunupaHa Boaa U3MWIATE BHUMATENHO 5 cek.

M3cyweTe Ha Bb3Ayx (Hanp. 3a AgeHoHowwme uam npu 50 °C B wkada 3a
n3cylaBaHe)

3a cbxpaHeHue Ha 6akTepuonormyHuM Npobu 3a HAKOKO Meceua ce npe-
nopb4Ba NoKpMBaHe C HEBOAHA cpefia 3a NOoCTaBsHe BbPXY NpeAMEeTHOTO
cTbko (Hanp. Neo-Mount™ mnnu Entellan™) n ¢ NOKpUBHO CTbk0. 3a Ta3u
Luen ouseTeHuTe Npobu Tpsbsa Aa ce ncywaT MHOro gobpe.

I'Iperlopbqsa Ce n3nosisBaHe Ha MMEPCUOHHO MacCsi0 3a aHa/IM3 Ha OLBETEHN
npeaMeTHU CTbKsla C MUKPOCKOMCKO yBETM4YeHUe >40x.

OuBeTsiBaHe B aBTOMaTU4YHUA ypepn 3a olBeTsiBaHe

OuBeTsIBAHETO B aBTOMaTU3NpaHW CMCTEMU 3a OLBETABaHE MOXe Aa ce U3-
BbpLN B CbOTBETCTBME C NMPOTOKOJIa 3a OLUBETABAHE B K/1€TKATa 3a OUBETA-
BaHe.

PesynTar
Gram-nonoXuTenHu MUKPOOpPraHn3mMumn
Gl‘am-OTpI/ILl,aTeﬂHVI MUKPOOpPraHn3amun

CMHbO-BMONETOBO
pO30BO A0 4YepBEHO

OTcTpaHsiBaHe Ha npo6nemu
Oukcupaue Ha HaTPUBKUTE OT I1p06VI

[ocTtaTbyHOTO (pUKCUpaHe Ypes 3arpsiBaHe C NoMoliTa Ha ropesnka Bunsen
unu B 3arpsiBal wkad e oT OCHOBHO 3HayeHue 3a npefoTBpaTsBaHe Ha
MHGbEKLMO3HUSA NoTeHUMan Ha NnpobuTe n nocneasawarta nponudepaums Ha
6akTepunTe.

Jiunca Ha ouBeTsiBaHe Ha Gram-noJiIoXkuTenHuTe 6akTtepun

KpuTUUHKUAT eTan Ha npoueaypaTa 3a ouBeTsBaHe No Gram e cTbnkara 3a
obe3LBeTsABaHe, KOSITO MOXe Aa ce noBausie oT AebennHata Ha HaTpuBKaTa.
B ponbfiHEHWE, NMPeCHUAT pa3TBop 3a 06e3LBeTABaHE € BUCOKO peaKTUBEH,
rnopaav KoeTo pe3ynTaTbT TpsibBa Aa ce oueHsiBa BHMMaTenHo. Mo BpemMe
Ha cTbnkaTa 3a obe3uBeTsaBaHe NOTPebUTENAT TpsabBa Aa ce NpuAabpXKa KbM
TOYHUTE BpeMeHa 3a UHKy6aLus, onMcaHu B MPOTOKOA, Thil KaTo B NPOTU-
BEH C/lyyall MoraT Aa ce nony4yat danmnseo oTpuLaTenHn pesynrtartu.

TexHuueckun 3abenexkm

M3non3BaHmaT MUKpoCcKon TpsbBa Aa OTroBapsl Ha U3UCKBaHUATa Ha Meau-
LMHCKa AMarHocTMYHa fabopatopusi.

KoraTo ce usnonseart aBTOMaTU4HM CUCTEMU 3@ OLBETSIBaHe, MONS, creaBai-
Te MHCTpyKUuUTe 3a ynotpeba, NpeaocTaBeHn OT A0CTaBYMKa Ha cucTemMaTa
n codryepa.

Mpean HanbnBaHe OTCTpaHeTe U3MULWHOTO MMEPCUOHHO Macso.

AHanNUTUYHU paboOTHU XapaKTEPUCTUKH

~Gram-Color - Habop 3a ouBeTsiBaHe" ouUBEeTsIBa U CreAoBaTe/IHO BU3yann-
3vpa 6MONOrnYHN CTPYKTYpPU, KaKTO € OnMcaHo B rnasaTta ,Pesyntat Ha
HacToALWMTE MHCTPYKLMKM 3a ynoTpeba. MpoaykTsT TpsibBa Aa ce n3nonsea
CaMo OT YMb/IHOMOLLEHU U KBanuduLumMpaHu nuua, ToBa BKIOYBA, OCBEH
ApYruTe Hela, NoAroToBka Ha npobuTe n peareHTUTE, 60paBeHe Cc NpobuTe,
peLIeHNs Mo OTHOLWEHWE Ha MNOAXOAALMTE KOHTPON U APYTU.
AHaNUTUYHUTE XapaKTEPUCTUKM Ha NPOAYKTa ca NOTBbPAEHN Ype3 TecTBaHe
Ha BCsSiKa NMPOW3BOACTBEHa NapTuaa.

AHaNUTUYHUTE XapaKTEPUCTUKM Ca NOTBBPAEHMN 3a ClIeAHNTE OLBETABaHMUS
Mo OTHOLUEHME Ha CneundUYHOCT, YyBCTBUTEIHOCT M NOBTOPSEMOCT Ha
npoaykta Ha HuBo 100 %:

Cneum- YyBCTBN- Cneum- YyBCTBU-
dnyHoCT TenHocT dunyHocT TeNHOCT B
Mexay Mexay B paMKuTe | paMmkuTe
TecToBeTe | TecToBeTe Ha TecTa Ha TecTa

OuBeTsiBaHe No

Gram

Gram-nonoxm- 16/16 16/16 6/6 6/6

TesHM MUKpoopra-

HU3MHU

Gram-oTpuuaTten- | 16/16 16/16 6/6 6/6

HU MUKpoopra-

HU3MU

AHanUTUYHM paboTHM pe3ynTaTu

[laHHWTe B paMKuUTe Ha TecTa (M3BbPLUEHN BbPXY €fHa M Cblia napTuaa) u
Mexzy TecToBeTe (M3BbPLUEHU BbPXY pasnvyHM NapTUAM) nocoysaT 6pos
NpaBUIHO OLBETEHU CTPYKTYpW CrpsiMO 6posi Ha U3BbPLLIEHUTE TeCTOBE.

KnnHu4yHM paboTHM XapaKTepUcCTukKu

Gram-Color - Habop 3a ouBeTsIBaHe € U3MOoM3BaH YCMeLwHo B KIMHUYHa cpe-
Aa B NPOABIKEHNE Ha JeceTUneTus npu ronsam 6poit NnpunoxeHus.
KnuHunuHuTe xapaktepuctnkm Ha Gram-Color - Habop 3a ouBeTsiBaHe
no-cneunanHo ca onpeaeneHn Ypes yCTaHOBABAHE Ha YyBCTBUTENHOCTTA U
crneun@unyHocTTa My B COBCTBEHO Mpoy4BaHe:

BG

Gram-rnoJIoXKMTeNIHN MUKpPOOpPraHnamm

OuBeTtsiBaHe no Gram

YyBCcTBUTENHOCT 14/15
CneundunyHocT 15/15

YyBcTBUTENHOCT: 14 oT 15 npobu: 93,3 %
CneundunyHoct: 15 ot 15 npobu: 100 %

Gram-oTpuuaTesIHu MMKPOOPraHU3Mu

OuBeTtsiBaHe no Gram

YyBCTBUTENHOCT 15/15
CneundunyHocT 15/15

YyscTBUTENHOCT: 15 0T 15 npobu: 100 %
CneundunyHoct: 15 ot 15 npobu: 100 %

Pe3yntaTute Ha Ta3u oueHKa Ha pa60THVITe XapaKTEPUCTUKUN NMOTBbPXAaBaT
4ye NpoAYyKTBbT € NnoAaxoasL 3a npegHa3Ha4YeHUneTo n (byHKLl,VIOHVIpa Hagdexa-
HO.

Bbnpeku ToBa AMarHoCTUYHaTa MHTEprpeTaums Ha pe3ynTaTute oT OuBeTs-
BaHeTo TpsibBa fla Ce U3BbPLUBA OT KBANNPULMPAHN N YMTHOMOLLEHU Crie-
LUManucTu1, KaTo ce B3eMaT npeaBu aHamMHesaTa Ha naumeHTa, Mopdosiorus-
Ta, U3MO0MI3BAHETO Ha NMOAXOAALM KOHTPOIN U AOMbAHUTENHMN ANArHOCTUYHM
TEeCcToBe, ako e NoAaxoAsio. To3n MeToh Moxe Aa ce U3MO0M3Ba AOMb/HUTEN-
HO B AMarHocTukaTa npu xopa.

AwnarHocTuka

[varHo3uTe cneaga fia ce NocTaBAT caMo OT YMb/HOMOLLEH U KBanuduLm-
paH nepcoHarn.

Tpabea Aa ce U3Non3Ba BannaHa HOMeHKIATypa.

To3u MeToA MOXe Aa ce M3MoN3Ba AOMbJIHUTENTHO B AWArHOCTMKaTa npu
xopa.

Tpsabea aa ce nogbepat v U3BbPLIAT AOMBIHUTENHN U3CNEABAHNS B CbOT-
BETCTBME C NPU3HaAT! METOAM.

Mpun BCAKO npunoxeHue TpsibBa Aa ce U3MNonasBaT NoAXOASLUN KOHTPONN, 3a
Aa ce usberHe HenpaBuieH pesynrart.

KuTbT 32 ouBeTaBaHe MoXe Aa ce KOHTponmpa ¢ Gram-nonoxuTenHu bakre-
pum n Gram-oTpuuaTenHu 6aktepuun.

Tpsabea aoa ce nsnonseat bakTepun, B3eTU OT KyNTypHa cpeaa cnep 18 - 24
yaca nHKybaums.

CbxpaHeHue

CbxpaHsiBarite Gram-Color - Habop 3a ougeTsiBaHe no Gram npu +15°C go
+25°C.

Mpu TemnepaTtypu noa 15 °C oT pa3TBoOpuUTE 3a OLBETSABAHE MOXe Aa ce
oTAeNu ouBeTeHa yTalka. AKO ce e Nony4yunno yrasasaHe, nocraseTe 6ytun-
KaTa 3a 2 - 3 Yyaca BbB BogHa 6aHsi, HacTpoeHa Ha npmbn. 60 °C. Toea Wwe
pa3TBOpM OTHOBO MO-ronsiMaTa 4acT oT yTavkaTa. Cnea ToBa dunTpupanTe
pasTBopuTe 3a OouBeTsABaHe npe3 GunTbpHa xapTus.

Cpok Ha rogHoOCT

PastBop no Gram-Color - Habop 3a ouBeTsiBaHe No Gram MoXxe Aa ce uU3-
nosi3Ba A0 nocoyeHaTa AaTa Ha CPOK Ha rOAHOCT.

Cnepn nbpBOTO OTBapsiHe Ha byTunkaTa CbAbpXaHWETO MOXe Aa Ce U3MNos3Ba
A0 nocoyeHaTa AaTa Ha CpOK Ha rOAHOCT, KoraTo ce cbxpaHsasa npu +15°C
no +25°cC.

ByTunkuTe TpsibBa BMHaru Aa ce CbXpaHsBaT MIbTHO 3aTBOPEHMU.

Kanauurter
OnakoBKaTa e fgocTaTbyHa 3a Ao 250 npunoxeHus.

OOoNbAHUTENTHU UHCTPYKLUN

Camo 3a npodecumoHanHa ynorpeba

3a aa ce usberHaT rpeLuku NpunoxeHMeTo Tpsbea Aa ce M3BbpLUBa CaMOOT
KBanuduumMpaH nepcoHarn.

TpsibBa Aa ce cneaBaTt HaUMOHANIHUTE yKa3aHWsa 3a ocurypsiBaHe Ha 6e30-

NacHOCT U KayecTBo npu paboTa.

TpsibBa Aa ce U3Mon3BaT MUKPOCKOMWU CbC CTaHAAPTHO obopyaBaHe.

AKO e HeobxoaMMo, U3non3BalTe cTaHAapTHa ueHTpodyra, noaxoaswa 3a
MeAWUMHCKa AMarHoCTUYHa nabopatopums.

AONb/IHUTENHN UHCTPYKLIUKN

Camo 3a npodecuoHasHa ynotpeba

3a na ce u3berHaT rpeLku NpunoXeHMeTo Tpsbea Aa ce M3BbpLUBa CaMOOT
KBanuduumnpaH nepcoHarn.

Tpsabsa fa ce cneaBaT HaUMOHANHWUTE yKa3aHusa 3a ocurypsieaHe Ha 6e30-

NacHOCT M KayecTBo npu paboTa.

TpsabBa Aa ce M3Mon3BaT MUKPOCKOMM CbC CTaHAAPTHO obopyABaHe.

AKO e Heo6Xx0AMMO, U3MNoN3BaiTe CTaHAapTHa LeHTpodyra, noaxoasiia 3a
MeAWUMHCKa AMarHoCTUYHa nabopatopums.

3awuTa ot nHpekuus

TpsibBa Aa ce B3eMaT edeKTUBHM MEPKM 3a 3alyuTa cpelly UHdeKLmsa B
CbOTBETCTBME C /TabOpaTOPHUTE yKa3aHus.



UHCTPYKUUM 3a U3XBbPISHE

OnakoBkaTa TpsibBa Aa ce U3XBbpP/IN B CbOTBETCTBUE C aKTyasHUTE yKasa-
HUSA 3a U3XBbPSHe.

M3nonsBaHnTe pasTBOPU M PasTBOPUTE C U3TEKbJST CPOK Ha FOAHOCT TpsibBa
[a Ce U3XBbPNAT KaTo CneumaneH oTnagbk B CbOTBETCTBME C MECTHUTE yKa-
3aHusa. UHdopmMauus 3a 3XBbPASAHETO MOXeE Aa Ce Mosydn oT 6bp3nst NNHK
,CbBETU 3a U3XBBPJISIHE Ha NPOAYKTU 3a MUKpockonua®™ oT
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.

CnomarartesiHm peareHTvm
KaTt. N 1.00567 Jlyronos pa3TBop cTtabunusvpaH c PVP 11, 2,51
3a ouBeTsaBaHe no pam

KaT. N 1.04699 VIMepCMOHHO Macso
3a MMKPOCKOMUS

100-ml 6yTunka
3a HakanBsaHe,
100 ml, 500 ml
KaTt. N¢ 1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,
6bp3 cpena 3a 3anvBka 11
3@ MMKPOCKOMNUS
Kat. N® 1.09016 Neo-Mount™ 100-ml 6yTunka
6e3BofHa cpeaa 3a HakanBsaHe,
3a MMKPOCKOMNUS 500 ml
Kat. N 1.09217 CadpaHuH pa3teop no Gram 500 ml, 2,51
3a oueTsABaHe no Gram
Kat. N 1.09218 KpucraneH Bnonetos pastsop no Gram 500 ml, 2,5 |
3a ouseTsABaHe no Gram
KaTt. N 1.09261 Jlyronos pa3Tsop (pa3peneH pa3Tsop 11,2,51
Ha Noa-Kanues roaua)
3a ouBeTsABaHe no pam
Kat. N 1.10218 O6e3uBeTsiBal, pa3tBop no Gram
3a ouBeTsiBaHe no Gram

500 ml, 2,51

Knacudukaumsa Ha puckoBeTte
KaTt. N2 1.11885.0001

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 NPoAYKTUTE
KaTt. N2 1.11885.0001
PearenT 1 nnun Kat. N? 1.09218

C.I. 42555 10 g/l
C¢HsOH 49/l
11 = 0,99 kg

PearenT 2 nnu Kat. N? 1.00567

PVP-i1op, 50 g/l
KI 10 g/l
11 = 1,02 kg

KaTt. N? 1.09261

I 3,49/l
Kl 6,8 g/l
11 = 1,01 kg

PeareHT 3/4 nnn Kat. N2 1.10218

C,H0 634 g/l
C;H,O 159 g/I
11 = 0,79 kg

PearenT 5 nnun Kat. N¢ 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l

11 = 0,98 kg

O6wa 3abenexxkka

Ako no BpeMe Ha M3NONI3BAaHETO Ha ToBa usgenue Unan B pesyntaT Ha
ynoTpebata My Bb3HWKHE CEPUO3eH MHUWUAEHT, MOMS, CbobLueTe 3a Hero Ha
npounssoaunTenda VI/VIJ'IVI Ha HErosua ynb/HOMOLWEH NpeacTaBUTEN U Ha Bawwusa
HaluMOHaneH 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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
Grof3, Thieme 2009, 2. Auflage

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

Jinde CumneHue noapa Ha Merck ¢y pa kaTo MilliporeSigma B CALL v Kanapa.
© 2025 Merck KGaA, AapmMwat, 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.

BG

H225: CunHo 3ananvMm TEYHOCT 1 Napu.

H318: MNpean3snkBa CEPMO3HO YBpEXAAHE Ha o4yunTe.

H336: Moxe aa npeansBuKa CbHANBOCT UM CBETOBbPTEX.
H412: BpeneH 3a BOAHUTE OpraHu3Mu, € AbArotpaeH edexT.

P210: [da ce na3u oT TONJIMHA, HAropeweHn NOBbPXHOCTU, NCKPU, OTKPUT
naamMbK U APYrY U3TOYHULM Ha 3ananBaHe. TIOTIoHOMNYyLWeHeTO 3abpaHeHo.

P233: CbabT Aa ce CbXpaHsABa NIbTHO 3aTBOPEH.

P240: 3a3emsaBaHe N ekBUNOTEHUMANHA BPb3Ka Ha CbAa W NpuemMaTesHoTo
YyCTPOWCTBO.

P273: [la ce nsbsirea nsnyckaHe B oKo/siHaTa cpea.

P280: M3nonseante npeanasHu pbkaBuum/ npeanasHo obnekno/ npeanasHu
oyuna/ npeanasHa Macka 3a nuue.

P305 + P351 + P338: MNPU KOHTAKT C OYUTE: npoMuMBaiTe BHUMATENHO C
BOZla B MPOABIKEHUE HA HAKOMKO MUHYTU. CBaneTe KOHTaKTHUTE neLm,
aKo MMa TakKuMBa M AOKOJIKOTO TOBa € Bb3MOXHO. [TpoabixeTe C ulniakea-
HeTo.

PeareHT 1:
H226: 3anannmMmn TEYHOCT 1 napwu.
H412: BpeaeH 3a BOAHUTE OpraHu3Mu, C AbArotTpaeH edekT.

PeareHT 2:
H318: MNpeansBnkBa CEPUO3HO yBPEXAAHE Ha ouuTe.
H412: BpeneH 3a BOAHUTE OpraHu3Mu, € AbArotpaeH edekT.

PeareHT 3/4:

H225: CnnHo 3ananMMm TEYHOCT W Napw.

H319: MNpeaun3BMKBa CEPUO3HO APa3HEHE Ha ouunTe.

H336: Moxe aa npeavsBMKa CbHMBOCT UM CBETOBbPTEX.

PeareHT 5:
H226: 3anannmMmn Te4YHOCT 1 napu.

XpoHosiorus Ha pegakuuure

Bepcusa KomeHTap 3a moandumkaumata

2024-Jul-24

MbpBOHaYaHa BEPCUSA C BbBEXAAHETO Ha XpPOHOOrMs
Ha peaakunuTe

2024-Jul-24 V.2 | be3 npoMsHa B nNpeBoja Ha 6barapcku esmnk
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HanpaseTe cnpas- Mpoussoauten KaTanoxeH Homep Koa Ha
Ka B MHCTpyKUuUTE naptuaa
3a ynotpeba
BHumaHwue, HanpaBseTe Cpok Ha OrpaHuye-
cnpaeka B nNpuapyxasa- rofHoCT Hue 3a TeM-
nTE AOKYMEHTHN rrrr-mm-aa nepatypa

Status: 2024-Jul-24 V.2

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
Tel. +49(0)6151 72-2440
www.sigmaaldrich.com
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Sigma-Aldrich.

1.11885.0001 (REF
Mikroszkopia

Gram-Color
FestOkészlet Gram festéshez

Csak professzionalis hasznalatra

In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkoz

IVD

€

Rendeltetés

Ez az “Gram-Color - Fest6készlet Gram festéshez” embergydgyaszati sejt-
diagndzisra hasznalatos és célja human eredetli mintaanyag bakterioldgiai
vizsgalata. Ez hasznalatra kész szinezd készlet, amely terméksorunk mas in
vitro diagnosztikai termékeivel egyutt hasznalva diagnosztikai célokra érté-
kelhet6vé teszi a bakterialis célstruktirakat (Gram-pozitiv vagy Gram-ne-
gativ baktériumok) bakterioldgiai mintaanyagok (pl. testnedvek kenetei)
rogzitése, szinezése, kontrasztszinezése, felrakasa révén.

A Gram-Color-oldatok modositottak és olyan médon vannak kialakitva,
hogy a szinezés végrehajthatd sejtek szinezésével szinezé allvanyon és
automatikus szinez6 rendszerekben is.

Nem szinezett strukturak viszonylag alacsony kontraszttiak és fénymik-
roszképban rendkivil nehezen megkilénboztethet6ek. Ilyen esetekben a
szinez6 oldatokkal létrehozott képek segitik az engedélyezett és képzett
vizsgalot az alak és a strukturak jobb meghatarozasaban. Tovabbi vizsgala-
tokat kell végezni elismert, érvényes modszerek szerint, definitiv diagnozis
feldllitdsa céljabol.

Elv

A bakterioldgidban a Gram-szinezés lehet6vé teszi a Gram-pozitiv és
Gram-negativ baktériumok gyors megklonboztetését.

A baktériumfal murein szerkezete a szinaffinitas alapja.

Az elsé |épésben a baktérium szinezése a kristalyibolya anilinfestékkel
torténik. Jodoldattal (Lugol-féle oldat) vald kezelés utan festék-jéd komplex
képzbdik. 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
struktlrabdl all, és ennek megfelel6en a szintelenitd oldattal kioldodik a
szinez6 festék. A Gram-negativ baktériumokat kontrasztszinezik szafranin
oldattal és ezutdn rézsaszin és piros kozotti szinben fognak megjelenni.

Mintaanyag

Levegln szaritott és hével rogzitett bakterioldgiai anyag (pl. kopet, finom
tlivel leszivott biopszidak (FNAB), dblitések, lenyomatok, effuziok, genny,
valadékok, folyékony és szilard kultirak) kenetei

Reagensek

Kat. sz. 1.11885.0001
Gram-Color
Fest6készlet Gram festéshez

A csomag osszetevoi:
A szinez6 készlet az aldbbiakat tartalmazza

Reagens 1: Kristalyibolya oldat 500 ml
Reagens 2: Lugol-oldat, stabilizalt 500 ml
Reagens 3 = 4:  Szintelenit6 oldat mindegyik 500 ml
Reagens 5: Szafranin oldat 500 ml

Egyedi reagensek

Az 1.11885.0001 sz. szinezd készlet helyett a reagensek aldbbi kombinaci-
6ja hasznalhatd:

Kat. sz. 1.09218 Gram'’s kristalyibolya solution 500 ml, 2,51
Gram festéshez

Kat. sz. 1.00567 Lugol-oldat PVP-vel stabilizalva, 11,2,51
Gram-festéshez

Kat. sz. 1.09261 Lugol-oldat (hig jéd/kalium-jodid oldat) 11,251
Gram festéshez

Kat. sz. 1.10218 Gram-féle szintelenit6 oldat 500 ml, 2,51
Gram festéshez

Kat. sz. 1.09217 Gram’s szafranin solution 500 ml, 2,51

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 Gram-Color - Fest6készlet Gram festéshez reagensek hasznalatra kész,

az oldatok higitdsa (kivéve reagens 1 a celldban torténd szinezést - lasd
“Eljaras”) nem sziikséges.

Eljaras
Szinezés a szinezd cellaban

Javasolt a reagens 1 (kristalyibolya oldat) 1:3 ardnyban torténé higitasa
desztillalt 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

Reagens 1 (kristalyibolya oldat) 1:30 perc
Folyé csapvizben 30 sec
Reagens 2 (Lugol-oldat, stabilizalt)* 3 perc
Foly6 csapvizben 20 sec
Reagens 3 vagy 4 (szintelenit6 oldat)** 5-10 sec
Folyé csapvizben 30 sec
Reagens 5 (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 reagens 2 (Lugol-féle oldat, stabilizalt)
** dobja ki a reagens 3 vagy 4 (Gram-féle szintelenit6 oldat) 5 menet utan

Szinezés a szinezé allvanyo

Targylemez rogzitett kenettel
Reagens 1 (kristalyibolya fedje le teljesen és hagyja 1 perc
oldat) reagalni
Reagens 2 (Lugol-oldat, réviden oblitse
stabilizalt)
Reagens 2 (Lugol-oldat, fedje le teljesen és hagyja 1 perc
stabilizalt) reagalni
Desztillalt viz mossa gondosan 5 sec
Reagens 3 vagy 4 (szintele- | 6vatosan mozgassa a 10 - 15 sec
nité oldat) targyelemezeket, amig nem
keletkezik tovabbi szinezék-
felhd, és a kenet sziirkéskék
szin(i nem lesz
Desztillalt viz mossa gondosan 5 sec
Reagens 5 (szafranin oldat) | fedje le teljesen és hagyja 1 perc
reagalni
Desztillalt viz mossa gondosan 5 sec
Levegln szaritas (pl.egy éjszakan at vagy 50°C-on szaritdszekrényben)

Bakterioldgiai mintak tobb hdnapos tarolasa esetén ajanlott a lefedés nem
vizalapu felrakd kdzeggel (pl.Neo-Mount™ vagy Entellan™) és fedd tveglap-
pal. Ennek céljabdl a szinezett mintékat nagyon jol meg kell szaritani.

Immerzids olaj haszndlata 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 potencidljdnak és baktériumok szapo-
rodadsanak megel6zéséhez.

Gram-pozitiv baktériumok nincsenek szinezve

A Gram-szinezési eljaras kritikus szakasza a szintelenitési 1épés, amit befo-
lydsolhat a kenet vastagsaga. Rdadasul a friss szintelenité oldat rendkivil
reakcidképes, ezért az eredményt gondosan kell értékelni. A szintelenitési
Iépés alatt a felhasznaldk be kell tartsdk a protokollban leirt pontos inkuba-
ciés 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

“Gram-Color - fest6készlet” 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-elGkészitését, a
mintafeldolgozast, és hozhatnak a megfelel6 kontrollokra vonatkozé donté-
seket és még sok mast.

A termék analitikai teljesitményét meg kell erdsiteni minden termékfirdd
ellen6rzésével.

Az aldbbi szinezékekre 100%-0s aranyban megerdésitést nyert a termék
anaitikai teljesitménye a specificitas, érzékenység és reprodukalhatosag
vonatkozasaban:

Inter-assay | Inter-assay | Intra-assay | Intra-assay
specificitds | érzékeny- | specificitds | érzékeny-
ség ség
Gram-féle szinezés
Gram-pozitiv 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganizmusok
Gram-negativ 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganizmusok

Analitikai teljesitmény eredmények

Intra- (ugyanabban az adagban végrehajtva) és inter-assay (kil6nb6z6
adagokban végrehajtva) adatok megadjék a helyesen szinezett struktirak
szamat a végrehajtott vizsgalatok szamanak aranyaban.

Klinikai teljesitményjellemzék

A Gram-Color - fest6készlet évtizedek ota sikeresen hasznaljak klinikai
kérnyezetben nagyszamu alkalmazasban.

Kulonosképpen a Gram-Color - festékészlet vonatkozdéan egy hazon beliili
vizsgalatban megallapitottak az érzékenységet és a specificitast a klinikai
teljesitmény meghatéarozasahoz:

Gram-pozitiv mikroorganizmusok

Gram-féle szinezés

Erzékenység 14/15

Specificitas 15/15

Erzékenység: 14 minta 15 kéziil: 93,3 %
Specificitéds: 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 morfoldgiat, a megfeleld kontrollok hasznalatat, valamint a tovabbi
diagnosztikai teszteket, ha vannak ilyenek. Ez a mddszer kiegészitésként
hasznalhaté a human diagnosztikéban.

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-Color - Fest6készlet 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-Color - Fest6készlet Gram festéshez hasznalhatd a megadott lejéra-
ti 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
A csomag tartalma maximum 250 alkalmazasra elegendé.

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. 1.09217 Gram-féle szafranin oldat 500 ml, 2,51
Gram festéshez

Kat. sz. 1.09218 Gram-féle kristalyibolya oldat 500 ml, 2,5 |

Gram festéshez
Kat. sz. 1.09261 Lugol-oldat (hig jod/kalium-jodid oldat) 11, 2,51
Gram festéshez

Kat. sz. 1.10218 Gram-féle szintelenit6 oldat
Gram festéshez

500 ml, 2,5 |

Veszélymindsités
Kat. sz. 1.11885.0001

Kérjuk, vegye figyelembe a cimkére nyomtatott veszélymindsitést és a
biztonsagi adatlapon megadott informaciot.
A biztonsagi adatlap megtaldlhaté a webhelyen, illetve megkaphatd kérésre.
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A termékek f6 6sszetevoi Feliilvizsgalati el6zmények

Kat. sz. 1.11885.0001 verzié Moédositassal kapcsolatos megjegyzé
Reagens 1 vagy Kat. sz. 1.09218

C.I. 42555 10 g/l
C¢H-OH 49/l
11 = 0,99 kg 2024-Jul-24 V.2 | Nincs valtozas a magyar forditasban

2024-Jul-24 A Felllvizsgalati elézmények bevezetésével készilt
elsé valtozat

Reagent 2 vagy Kat. sz. 1.00567

PVP-jod 50 g/l
KI 10 g/
11 = 1,02 kg

Kat. sz. 1.09261

Reagens 3/4 vagy Kat. sz. 1.10218

C,H:O 634 g/l
C;HsO 159 g/I
11 = 0,79 kg

Reagens 5 vagy 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, kérjik, jelentse a gyarténak és/vagy jovahagyott képvise-
letének, illetve az orszagos 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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GrofB3, Thieme 2009, 2. Auflage

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

flap:]

H225: Fokozottan tlizveszélyes folyadék és gbz.

H318: Sulyos szemkarosodast okoz.

H336: Almossagot vagy szédiilést okozhat.

H412: Artalmas a vizi él8vilagra, hosszan tarté karosodast okoz.

P210: HGtAI, 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.
P273: Kerilni kell az anyagnak a kérnyezetbe vald kijutasat.

P280: Védbkeszty(i/ védbruha/ szemvédd/ arcvédd/ hallasvédelem.

P305 + P351 + P338: SZEMBE KERULES ESETEN: Tébb percig tarté évatos
Oblités vizzel. Adott esetben a kontaktlencsék eltavolitdsa, ha konnyen
megoldhaté. Az 6blités folytatasa.

Reagens 1:
H226: Tlizveszélyes folyadék és gbz.
H412: Artalmas a vizi él8vilagra, hosszan tarté karosodast okoz.

Reagens 2:
H318: Sulyos szemkarosodast okoz.
H412: Artalmas a vizi él6vilagra, hosszan tarté karosodast okoz.

Reagens 3/4:
H225: Fokozottan tlizveszélyes folyadék és géz. HEF LOT
H319: §u|yos ?Zemlrrltaqu 9!(92' Nézze meg a Gyartd Katalégus szam Tételkod
H336: Almossagot vagy szédilést okozhat. hasznalati utasitast
Reagens 5: e
H226: Tlizveszélyes folyadék és gbz. A g Y,
Vigyazat, olvassa el a mel- Lejarati id6: HEmérsék-
lékelt dokumentumokat EEEE-HH-NN lethatar

Status: 2024-Jul-24 V.2

A Merck Life Science iizletaga az USA-ban és K daban MilliporeSi néven miikodik.

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag és/vagy leanyvallalatai. Minden jog fenntartva. Merck és Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
Sigma-Aldrich a Merck KGaA, Darmstadt, Németorszgg, védjegyei. Minden mas vgdjegy megfeleld Tel. +49(0)6151 72-2440 MERCK
tulajdonosa birtokaban van. A védjegyekre vonatkozd informacié rendelkezésre &ll nyilvanosan elérhetd N N

forrasokbol. www.sigmaaldrich.com
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1.11885.0001 |REF
Mikroskopija

Gram-Color

krasosanas komplekts krasoSanai péc Grama
metodes

Tikai profesionalai lietosanai

|VD in vitro diagnostikas mediciniska ierice

€

Paredzetais pielietojums

So “Gram-Color - kraso$anas komplekts kraso$anai péc Grama metodes”
izmanto cilvéka Stinu diagnostika, lai veiktu cilvéka izcelsmes parauga
materiala bakteriologisko izmekléSanu. Tas ir lietoSanai gatavs krasosanas
komplekts, kas kopa ar citiem misu piedavatajiem in vitro diagnostikas
izstradajumiem nodrosina baktériju mérka struktlru izvértéSanu diagnos-
tiskos nolukos (grampozitiva vai gramnegativa baktérija), veicot fiksaciju,
krasosanu, kontrastkrasosanu, nostiprinasanu bakteriologiska parauga
materidalam, pieméram, kermena skidrumu iztriepém.

Gram-Color $kidumi ir modificéti un izstradati ta, lai krasoSanu varétu veikt
krasosanas traukos, uz krasosanas stativa un ari automatiskajas krasosa-
nas ierices.

Nekrasotam struktlram ir relativi neliels kontrasts, un tas ir arkartigi grati
atskirt gaismas mikroskopa. Sados gadijumos ar krasosanas Skidumiem
iekrasoti preparati palidz pilnvarotam un kvalificétam 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 struktiira baktériju siena.
Pirmas darbibas laika baktérijas kraso ar anilina krasu - kristalvioleto. Péc
apstrades ar joda skidumu (Lugola $kidums) veidojas krasvielas-joda kom-
plekss. AtkrasoSanas darbibas laika Sis komplekss saglabajas grampozitivo
baktériju Stinas sienas daudzslanainaja peptidoglikanu slani - tas iekrasojas
zili violeta krasa.

Turpreti gramnegativo baktériju Slinas 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. 1.11885.0001

Gram-Color

krasosanas komplekts kraso$anai péc Grama metodes

Iepakojuma sastavdalas:
Krasosanas komplekta iek|auts

Reagents 1: Kristalvioleta skidums 500 ml
Reagents 2: Lugola skidums, stabilizéts 500 ml
Readgents 3 = 4: Atkrasosanas skidums katrs 500 ml
Reagents 5: Safranina Skidums 500 ml

Atseviski reagenti
Krasosanas komplekta 1.11885.0001 vieta var izmantot Sadu reagentu
kombinaciju:

Kat. nr.  1.09218 Grama kristalvioleta skidums 500 ml, 2,51
krasosanai péc Grama metodes

Kat. nr.  1.00567 Lugola skidums, kas stabilizéts ar PVP, 11,2,51
krasosanai péc Grama metodes

Kat. nr.  1.09261 Lugola skidums (atskaidits joda-kalija 11,251
jodida Skidums)
krasosanai péc Grama metodes

Kat. nr.  1.10218 Grama atkrasosanas skidums 500 ml, 2,51
krasosanai péc Grama metodes

Kat. nr.  1.09217 Grama safranina skidums 500 ml, 2,51

krasosanai péc Grama metodes

Lv

www.sigmaaldrich.com

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

Krasosanai izmantota “Gram-Color - krasosanas komplekts krasoSanai péc
Grama metodes” readenti ir gatavi lietosanai, Skidumu atSkaidisana (izne-
mot readents 1, lai veiktu krasosanu krasosanas trauka - skatit ,Proced-
ra”) nav nepieciesama.

Procedira
Krasosana krasosanas trauka

Ja tiek izmantota imersijas metode, reagents 1 (kristalvioleta Skidums)
ieteicams atskaidit ar destilétu Gdeni attieciba 1:3.

PriekSmetstiklini jaiemérc un mazliet japakustina skidumos, tikai iemérksana
nenodrosina atbilstosus krasosanas rezultatus.

P&c katras krasosanas darbibas priekSmetstikliniem jalauj pilniba notecét, lai
nepielautu nevajadzigu savstarp&ju piesarnojumu ar skidumiem.

Lai nodrosinatu optimalu kraso$anas rezultatu, jaievéro noraditie laiki.

PriekSmetstiklins ar fiksétu iztriepi

Reagents 1 (kristalvioleta skidums) 1:30 min.
TekoSs krana tddens 30 sek.
Readents 2 (Lugola s$kidums, stabilizéts)* 3 min.
TekoSs krana tGdens 20 sek.
Reagents 3 vai 4 (atkrasosanas skidums)** 5 - 10 sek.
Tekos$s krana tGdens 30 sek.
Reagents 5 (safranina skidums) 1 min.
TekoSs krana tdens 1 min.
NoZavéjiet gaisa (piem., atstajot Zavéties uz nakti, vai zavéjiet 50°C tem-
peratlira zavésanas skapr)

* fpéc 3 cikliem filtréjiet reagents 2 (Lugola skidums, stabilizéts)
** p&c 5 cikliem likvid&jiet reagents 3 vai 4 (atkrasoSanas skidums)

Krasosana uz krasosanas stativ

PriekSmetstiklins ar fiksétu iztriepi

Reagents 1 (kristalvioleta
Skidums)

pilniba parklajiet un laujiet 1 min.
notikt reakcijai

Reagents 2 (Lugola ski-
dums, stabilizéts)

Tsi noskalojiet

Reagents 2 (Lugola ski- pilniba parklajiet un laujiet 1 min.

dums, stabilizéts)

notikt reakcijai

Destiléts Gdens rapigi nomazgajiet 5 sek.
Readents 3 vai 4 (atkraso- uzmanigi rot&jiet priekSmet- | 10 - 15 sek.
Sanas skidums) stiklinus, kamér krasa vairs

nenoskalojas un iztriepe

iekrasojas pelécigi zila krasa
Destiléts Gdens ripigi nomazgajiet 5 sek.
Readents 5 (safranina pilniba parklajiet un laujiet 1 min.
Skidums) notikt reakcijai
Destiléts Gdens rapigi nomazgajiet 5 sek.

peratlira zavésanas skapi)

Nozavéjiet gaisa (piem., atstajot Zavéties uz nakti, vai Zavéjiet 50°C tem-

Lai bakteriologiskos paraugus uzglabatu vairakus ménesus, ieteicams tos
parklat ar Gdeni nesaturosy nostiprinasanas vidi (piem., Neo-Mount™ vai
Entellan™) un segstiklinu. Sim noltkam nokrasotie priekSmetstiklini loti labi

janozave.



Krasoto priekSmetstiklinu analizei ar mikroskopa palielindjumu > 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 protokola noraditie inkubacijas laiki,
pretéja gadijuma var iegit viltus negativus rezultatus.

Tehniskas piezimes

Izmantotajam mikroskopam jaatbilst mediciniskas diagnostiskas laboratori-
jas prasibam.

Ja izmantojat automatiskas krasosanas ierices, ievérojiet iekartu un prog-
rammatiru piegadataja lietosanas instrukcijas.

Pirms uzpildisanas notiriet imersijas ellas atliekas.

Analitiskas veiktspeéjas raksturojums

“Gram-Color - krasosanas komplekts” nokraso un tadéjadi vizualizé biolo-
giskas struktlras, ka aprakstits Sis lietoSanas instrukcijas nodala ,Rezul-
tats”. So izstradajumu drikst lietot tikai pilnvarotas un kvalificEtas personas;
lietoSana 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.

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 16/16 16/16 6/6 6/6

mikroorganismi

Gramnegativi 16/16 16/16 6/6 6/6

mikroorganismi

Analitiskas veiktspé&jas rezultati

Datos, kas iegiti, analiz&jot vienu analizes sériju un dazadas analizes séri-
jas, noradits pareizi iekrasoto struktlru skaits attieciba pret veikto analizu
skaitu.

Kliniskas veiktspéejas raksturojums

Gram-Color - krasoSanas komplekts ir vairakas desmitgades veiksmigi un
loti bieZi izmantots kliniskaja vidé.

Gram-Color - krasosanas komplekts kliniska veiktspéja tika izvértéta, nosa-
kot analizes jutigumu un specifiskumu uzpnémuma ieks&ja 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 novertéjuma rezultati apstiprina, ka izstradajums ir piemé-
rots paredzétajam pielietojumam un ta darbiba ir uzticama.

Lv

KrasoSanas rezultatu diagnostiska interpretacija tomeér ir javeic kvalificé-
tiem un pilnvarotiem specialistiem, nemot véra pacienta anamnézi, morfo-
logiju, atbilstodu kontrolu izmantoSanu un papildu diagnostiskos izmekl&ju-
mus, ja nepiecieSams. So metodi var izmantot ka papildmetodi diagnozes
noteiksanai cilvékiem.

Diagnostika

Diagnoze janosaka tikai pilnvarotam un kvalificEtam 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 iegtsanas.

Ka krasosanas komplekta kontroles var izmantot grampozitivas un gramne-
gativas baktérijas.

Jaizmanto baktérijas, kas iegltas no barotnes péc 18 - 24 stundu inkubaci-
jas perioda.

Uzglabasana

Gram-Color - kraso$anas komplekts krasosanai péc Grama metodes uzgla-
bajiet no +15°C lidz +25°C temperatdra.

Temperatlra, kas zemaka par 15°C, krasoSanas skidumos var izgulsnéties
krasu precipitati. Ja vérojama precipitacija, uz 2 — 3 stundam ievietojiet

precipitatu. Péc tam filtr&jiet krasosanas skidumus caur papira filtru.

Deriguma termins

Gram-Color - krasosanas komplekts krasoSanai péc Grama metodes drikst
lietot I"dz noraditajam deriguma terminam.

P&c pirmas pudeles atvérSanas tas saturu drikst lietot lidz noraditajam deri-
guma terminam, ja to uzglaba no +15°C lidz +25°C temperatara.

Pudeles vienmér jauzglaba ciesi noslégtas.

Ietilpiba
Iepakojuma tilpums ir pietiekams lidz 250 lietoSanas reizém.

Papildu noradijumi

Tikai profesionalai lietosanai.

Lai izvairitos no kladam, 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 timekl|a 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 spéka 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 izmekléSanai

Kat. nr.  1.09016 Neo-Mount™ 100 ml pilinasa-
Gdeni nesaturosa nostiprinasanas vide nas pudele,
mikroskopiskai izmekl&ésanai 500 ml

Kat. nr.  1.09217 Grama safranina skidums 500 ml, 2,51
krasosanai péc Grama metodes
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

500 ml, 2,5 |

Bistamibas klasifikacija
Kat. nr. 1.11885.0001

LGdzu, ievérojiet marké&juma noradito bistamibas klasifikaciju un drosibas
datu lapa sniegto informaciju.
Drosibas datu lapa ir pieejama timekla vietné un péc pieprasijuma.



Galvenas izstradajumus sastavdalas
Kat. nr. 1.11885.0001
Reagents 1 vai Kat. nr. 1.09218

C.I. 42555 10 g/l
C¢HsOH 49/l
11 = 0,99 kg

Reagents 2 vai Kat. nr. 1.00567

PVP-jods 50 g/l
KI 10 g/1
11 = 1,02 kg

Kat. nr. 1.09261

L 3,49/l
Kl 6,8 g/l
11 = 1,01 kg

Readents 3/4 vai Kat. nr. 1.10218

C,H0 634 g/l
C;HsO 159 g/I
11 = 0,79 kg

Reagents 5 vai 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.
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H225: Viegli uzliesmojoss Skidrums un tvaiki.

H318: Izraisa nopietnus acu bojajumus.

H336: Var izraisit miegainibu vai reibonus.

H412: Kaitigs Gdens organismiem ar ilgstosam sekam.

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.

P273: Izvairities no izplatiSanas apkartéja vidé.

P280: Izmantot aizsargcimdus/ aizsargapdérbu/ acu aizsargus/ sejas
aizsargus.

P305 + P351 + P338: SASKARE AR ACIM: Uzmanigi izskalot ar Gdeni
vairakas mindtes. Iznemt kontaktlécas, ja tas ir ievietotas un ja to var
vienkarsi izdarit. Turpinat skalot.

Reagents 1:
H226: Uzliesmojoss skidrums un tvaiki.
H412: Kaitigs Gdens organismiem ar ilgstosam sekam.

Reagents 2:
H318: Izraisa nopietnus acu bojajumus.
H412: Kaitigs Gdens organismiem ar ilgstosam sekam.

Reagents 3/4:

H225: Viegli uzliesmojoss skidrums un tvaiki.
H319: Izraisa nopietnu acu kairinajumu.
H336: Var izraisit miegainibu vai reibonus.

Reagents 5:
H226: Uzliesmojoss skidrums un tvaiki.

ASV un Kanada uznémums Merck uznéméjdarbibu, kas saistita ar Life Science, veic ka

Millipor

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Vacija un/vai ta meitasuznémumi. Visas tiesibas aizsargatas. Merck un
Sigma-Aldrich ir uznémuma Merck KGaA, Darmstadt, Vacija precu zimes. Paréjas precu zimes ir attiecigo
ipasnieku ipasums. Sikaka informacija par pre¢u zimém ir pieejama publiski pieejamos avotos.

Lv

Parskatijumu vésture

Versija Izmainu komentars
2024-Jul-24 Sakotnéja versija ar parskatijumu véstures pievienoSanu
2024-Jul-24 V.2 | Nav izmainu latviesu tulkojuma
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Sigma-Aldrich.

1.11885.0001 |REF
Mikroskopija

Gram-Color
dazymo rinkinys, skirtas Gramo dazymo metodui

Tik profesionaliam naudojimui

|VD In vitro diagnostikos medicinos priemoné c €

Numatytoji paskirtis

Sis ,Gram-Color - daZzymo rinkinys, skirtas Gramo dazymo metodui®
naudojamas zmogaus ir medicininiy lasteliy diagnostikai ir skirtas bak-
teriologiniam Zmogaus kilmés méginio medziagos tyrimui. Tai paruostas
naudoti dazymo rinkinys, kuri naudojant kartu su kitais in vitro diagnostikos
produktais iS misy asortimento, bakterinés tikslinés struktdros gali bati
vertinamos diagnostikos tikslais (gramteigiamos arba gramneigiamos bak-
terijos) fiksuojant, dazant, kontrastuojant, dengiant bakteriologiniy éminiy,
medZiagose, pavyzdziui, kiino skysciy tepinéliuose.

Gram-Color tirpalai yra modifikuoti ir sukurti taip, kad dazyti baty galima
dazymo kamerose, dazymo stove, taip pat automatinése dazymo sistemose.
Nedazytos strukttros 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 struktlirg. Tam, kad blty nustatyta galutiné diagnozé, reikia atlikti
papildomus tyrimus taikant pripazintus ir galiojanc¢ius metodus.

Principas

Bakteriologijoje Gramo daZzymas leidZia greitai atskirti gramteigiamas ir
gramneigiamas bakterijas.

Bakterijy sieneliy mureino struktlra lemia spalvinj afiniteta.

Pirmajame etape bakterijos bus daZzomos kristaliniu violetu — anilino dazais.
Apdorojus jodo tirpalu (Lugol tirpalu), susidaro dazy ir jodo kompleksas.
Per spalvos Salinimo etapg $is kompleksas lieka daugiasluoksnéje gramtei-
giamy bakterijy lastelés sienelés mureino struktiroje - jos atrodys mélynai
violetinés spalvos.

O gramneigiamy bakterijy lastelés sienele sudaro vienasluoksné mureino
struktdra, 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, puliai, eksudatai, skystos ir kietos kulttros

Reagentai

Kat. Nr. 1.11885.0001
Gram-Color
dazymo rinkinys, skirtas Gramo dazymo metodui

Pakuotés komponentai:
Dazymo rinkinio sudétis

Reagentas 1: Kristalinio violeto tirpalas 500 ml
Reagentas 2: Lugol tirpalas, stabilizuotas 500 ml
Reagentas 3 = 4: Spalvos Salinimo tirpalas kiekvienas 500 ml

Reagentas 5: Safranino tirpalas 500 ml

Atskiri reagentai
Vietoj dazymo rinkinio 1.11885.0001 galima naudoti $j reagenty derinj:

Kat. Nr. 1.09218 Gramo kristalinio violeto tirpalas 500 ml, 2,51
skirtas Gramo dazymo metodui

Kat. Nr. 1.00567 Lugol tirpalas, stabilizuotas naudojant PVP 11,2,51
skirtas Gramo dazymo metodui

Kat. Nr. 1.09261 Lugol tirpalas (praskiestas jodo ir kalio 11,251
jodido tirpalas)
skirtas Gramo daZzymo metodui

Kat. Nr. 1.10218 Gramo spalvos Salinimo tirpalas 500 ml, 2,51
skirtas Gramo dazymo metodui

Kat. Nr. 1.09217 Gramo safranino tirpalas 500 ml, 2,51

skirtas Gramo dazymo metodui
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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

Dazymo reagentai i$ Gram-Color - dazymo rinkinys, skirtas Gramo dazymo
metodui, yra paruosti naudoti, tirpaly skiesti (iSskyrus reagentas 1 skirtas
dazyma dazymo kameroje, zr. ,Procedira") nereikia.

Procedura
Dazymas dazymo kameroje

Rekomenduojama reagentas 1 (kristalinio violeto tirpalq) atskiesti distiliuo-
tu vandeniu 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

Reagentas 1 (kristalinio violeto tirpalas) 1:30 min
Tekantis vanduo i$ ¢iaupo 30 sek
Reagentas 2 (Lugol tirpalas, stabilizuotas)* 3 min
Tekantis vanduo i$ ¢iaupo 20 sek
Reagentas 3 vai 4 (spalvos Salinimo tirpalas)** 5-10 sek
Tekantis vanduo i$ ¢iaupo 30 sek
Reagentas 5 (safranino tirpalas) 1 min
Tekantis vanduo i$ ¢iaupo 1 min

DZiovinkite ore (pvz., per naktj arba 50 °C temperatiroje dziovinimo
spintoje)

* filtruokite reagentas 2 (Lugol tirpalas, stabilizuotas) po 3 panaudojimy,
** jSmeskite Gramo spalvos Salinimo tirpalg po 5 panaudojimy,

DaZymas ant daZzymo stovo

Stiklelis su fiksuotu tepinéliu

Reagentas 1 (kristalinio
violeto tirpalas)

visiSkai uzdenkite ir palikite, 1 min
kad vykty reakcija

Reagentas 2 (Lugol tirpalas, | trumpai skalaukite
stabilizuotas)

Reagentas 2 (Lugol tirpalas, | visiSkai uzdenkite ir palikite, 1 min
stabilizuotas) kad vykty reakcija

Distiliuotas vanduo atidziai iSplaukite 5 sek

Reagentas 3 vai 4 (spalvos
Salinimo tirpalas)

atsargiai sukiokite stiklelius, | 10 - 15 sek
kol nebeliks dazy debese-
liy ir tepinélis jgaus pilkai
meélyna spalvg

Distiliuotas vanduo atidziai iSplaukite 5 sek

Reagentas 5 (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 temperatiroje 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.



DaZymas automatiniame dazytuve

Dazymas automatinése dazymo sistemose gali bati atliekamas pagal dazy-
mo protokola, skirtg dazymo kamerai.

Rezultatas
Gramteigiami mikroorganizmai
Gramneigiami mikroorganizmai

melyna-violetine
nuo rausvos iki raudonos

Trik¢iy 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 procediiros etapas yra spalvos Salinimo etapas,
kuriam jtakos gali tureéti tepinélio storis. Be to, SvieZias spalvos Salinimo
tirpalas yra labai reaktyvus, todél rezultatq 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-
nés jrangos tiekéjo pateikty naudojimo instrukcijuy.

Pries pildami pasalinkite imersinés alyvos pertekliy.

Analitinio veiksmingumo savybés

,Gram-Color - dazymo rinkinys" nudaZo ir taip vizualizuoja biologines
struktdras, kaip aprasyta Sios naudojimo instrukcijos skyriuje ,Rezultatai®.
Gaminj gali naudoti tik jgalioti ir kvalifikuoti asmenys, jskaitant, be kita ko,
méginiy ir reagenty ruosima, meginiy tvarkyma, sprendimus dél tinkamy
kontrolés priemoniy, ir kt.

Gaminio analitinis veiksmingumas patvirtinamas tiriant kiekvieng pagamin-
tq partija.

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 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganizmai

Gramneigiami 16/16
mikroorganizmai

16/16 6/6 6/6

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

Gram-Color - dazymo rinkinys iStisus deSimtmecius sékmingai ir jvairiai
naudojamas klinikinéje praktikoje.

Klinikinis Gram-Color - dazymo rinkinys 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.

Taciau diagnostine dazymo rezultaty interpretacijq turi atlikti kvalifikuoti ir
igalioti specialistai, atsizvelgdami | paciento anamneze, morfologija, tinka-
ma kontrole ir, jei reikia, papildomus diagnostinius tyrimus. Sis metodas
gali bati papildomai naudojamas Zmoniy, diagnostikai.
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Diagnostika

Diagnoze turi nustatyti tik jgalioti ir kvalifikuoti darbuotojai.

Turi bati naudojamos tinkamos klasifikacijos.

Sis metodas gali bati papildomai naudojamas Zmoniy diagnostikai.
Papildomi tyrimai turi bGti parenkami ir atliekami pagal pripazintus meto-
dus.

Kad baty iSvengta neteisingy rezultaty, kiekvieno naudojimo metu turéty
bati taikomi tinkami kontrolés metodai.

Dazymo rinkinys gali bati kontroliuojamas naudojant gramteigiamas ir
gramneigiamas bakterijas.

Turi bati naudojamos bakterijos, paimtos i$ terpés po 18-24 valandy inku-
bacijos.

Laikymas

Laikykite Gram-Color - daZzymo rinkinys, skirtas Gramo dazymo metodui nuo
+15 °C iki +25 °C temperatiroje.

Esant Zemesnei nei 15 °C temperatdrai, i$ dazomujy tirpaly gali nusésti
spalvotos nuosédos. Jei susidaré nuosédos, pastatykite buteliukg 2-3 va-
landoms | mazdaug 60 °C temperatliros vandens vonele. Taip didzioji dalis
nuosédy Vvél istirps. Paskui dazymo tirpalus filtruokite per popierinj filtra.

Tinkamumo laikas

Gram-Color - dazymo rinkinys, skirtas Gramo dazymo metodui galima nau-

doti iki nurodyto tinkamumo naudoti termino pabaigos.

Pirma kartg atidarius buteliuka, laikant nuo +15 °C iki +25 °C temperatiro-
je, turinj galima naudoti iki nurodyto tinkamumo naudoti termino pabaigos.

Buteliukai visada turi bati sandariai uzdaryti.

ISeiga
Pakuotés uztenka iki 250 panaudojimuy.

Papildomos instrukcijos

Tik profesionaliam naudojimui.

Tam, kad bty iSvengta klaidy, naudoti turi tik kvalifikuotas personalas.
Batina laikytis nacionaliniy darbo saugos ir kokybés uztikrinimo gairiy.

Turi bdti naudojami pagal standartus jrengti mikroskopai.

Jei reikia, naudokite standartine centrifuga, 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 gairiuy.

Panaudoti tirpalai ir tirpalai, kuriy tinkamumo naudoti terminas pasibaiges,
turi bati Salinami kaip specialiosios atliekos pagal vietos gaires. Informa-
cijos apie Salinimg 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
keiciantis 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 terpé 11
mikroskopijai

Kat. Nr. 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml lasinimo
bevandené dengimo terpe buteliukas,
mikroskopijai 500 ml

Kat. Nr. 1.09217 Gramo safranino tirpalas 500 ml, 2,51
skirtas Gramo dazymo metodui
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
skirtas Gramo dazymo metodui

500 ml, 2,51

Pavojingumo klasifikacija

Kat. Nr. 1.11885.0001

Laikykités etiketéje iSspausdintos pavojingumo klasifikacijos ir saugos duo-
meny lape pateiktos informacijos.

Saugos duomeny lapg galima rasti svetainéje arba specialiai paprasyti.
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Pagrindiniai gaminiy komponentai Perziiiry istorija

Kat. Nr. 1.11885.0001 Versija Pakeitimo komentaras

Reagentas 1 vai Kat. Nr. 1.09218 — - S ——

C.1. 42555 10 g/l 2024-Jul-24 Pradiné versija su perzilry istorijos jZanga
CsHsOH 49/l 2024-Jul-24 V.2 | Lietuviy kalbos vertimo pakeitimy neatlikta
11 = 0,99 kg

Reagentas 2 vai Kat. Nr. 1.00567

PVP-jodas 50 g/l

KI 10 g/l

11 = 1,02 kg

Kat. Nr. 1.09261

I 3,449/l

Kl 6,8 g/l

11 = 1,01 kg

Reagentas 3/4 vai Kat. Nr. 1.10218

C,H:O 634 g/l

C;HsO 159 g/I

11 = 0,79 kg

Reagentas 5 vai 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.
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H225: Labai degds skystis ir garai.

H318: Smarkiai pazeidzia akis.

H336: Gali sukelti mieguistuma arba galvos svaigima.

H412: Kenksminga vandens organizmams, sukelia ilgalaikius pakitimus.

P210: Laikyti atokiau nuo Silumos Saltiniy, karsty pavirsiy, ZieZirby, atviros
liepsnos ir kity uzdegimo Saltiniy. Nerdkyti.

P233: Talpykla laikyti sandariai uzdaryta.

P240: [zeminti ir jtvirtinti talpyklg ir priémimo jranga.

P273: Saugoti, kad nepatekty j aplinka.

P280: MUveéti apsaugines pirstines/ dévéti apsauginius drabuzius/ naudoti
akiy(veido) apsaugos priemones.

P305 + P351 + P338: PATEKUS I AKIS: atsargiai plauti vandeniu kelias
minutes. ISimti kontaktinius lesius, jeigu jie yra ir jeigu lengvai galima tai
padaryti. Toliau plauti akis.

Reagentas 1:
H226: Degus skystis ir garai.
H412: Kenksminga vandens organizmams, sukelia ilgalaikius pakitimus.

Reagentas 2:
H318: Smarkiai pazeidzZia akis.
H412: Kenksminga vandens organizmams, sukelia ilgalaikius pakitimus.

Reagentas 3/4:

H225: Labai degis skystis ir garai. Uﬂ “
H319: Sukelia smarky akiy dirginima. 3

H336: Gali sukelti mieguistuma arba galvos svaigima. Zitrekite naudojimo Gamintojas

instrukcija

Reagentas 5:

H226: Degis skystis ir garai. iji

=z
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Katalogo numeris

Perspéjimas, susipazin- Naudoti iki
kite su pridedamais MMMM-MM-DD
dokumentais
Status: 2024-Jul-24 V.2
»Merck" Life Science verslas JAV ir K doje veikia p ini ~MilliporeSig .
© 2025 ,Merck KGaA", Darmstatas, Vokietija ir (arba) jos filialai. Visos teisés saugomos. ,Merck" ir Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
,Sigma-Aldrich" yra ,Merck KGaA", Darmétatas, Vokietija, prekiy Zenklai. Visi kiti prekiy Zenklai yra ju Tel. +49(0)6151 72-2440
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Sigma-Aldrich.

1.11885.0001 |REF
Mikroskopi

Gram-Color
fargingssett for Gram-farging

Kun til profesjonell bruk

Medisinsk enhet til in vitro-diagnostikk

IVD

€

Tiltenkt formal

Denne “Gram-Color - fargingssett for Gram-farging” brukes til medisinsk
cellediagnostisering hos mennesker og bidrar til bakteriologisk undersgkelse
av prgvemateriale fra mennesker. Det er et bruksklart fargingssett som, nar
den brukes sammen med andre produkter til in vitro-diagnostikk fra var
portefglje, gjor at bakterielle malstrukturer kan evalueres til diagnostiske
formal (grampositive eller gramnegative bakterier) ved hjelp av fiksering,
farging, kontrastfarging, montering i bakteriologiske og histologiske prgve-
materialer, for eksempel utstryk fra kroppsvaesker.

Gram-Color Igsningene er modifisert og utformet slik at fargingen kan utfg-
res i fargingsceller, pd 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 3
definere formen og strukturen i slike tilfeller. Ytterligere tester m& utfores i
samsvar med anerkjente, gyldige metoder for & oppna en definitiv diagnose.

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 bl&fiolett farge.

Motsetningsvis 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 lufttarket og varmefiksert, som
sputum, utstryk fra biopsi med finnalsaspirasjon (FNAB), skyllinger, av-
trykk, effusjoner, puss, sarvaeske, vaeske og solide kulturer

Reagenser

Kat.nr. 1.11885.0001
Gram-Color
fargingssett for Gram-farging

Komponenter i pakningen:
Fargingssettet inneholder

Reagens 1: Krystallfiolettlgsning 500 ml
Reagens 2: Lugols Igsning, stabilisert 500 ml
Reagens 3 = 4: Avfargingslgsning hver 500 ml
Reagens 5: Safraninlgsning 500 ml
Enkeltreagenser

I stedet for fargingssettet 1.11885.0001 kan fglgende kombinasjon av
reagenser brukes:

Kat.nr.  1.09218 Grams krystallfiolettlgsning 500 ml, 2,51
for Gram-fargemetode

Kat.nr.  1.00567 Lugols Igsning stabilisert med PVP 11,251
for gramfarging

Kat.nr.  1.09261 Lugols lgsning (fortynnet jod-kaliumjodid 11,2,51
lgsning)
for Gram-farging

Kat.nr.  1.10218 Grams avfargingslgsning 500 ml, 2,51
for Gram-farging

Kat.nr.  1.09217 Grams safraninlgsning 500 ml, 2,51

for Gram-fargemetode
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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

Reagens i Gram-Color - fargingssett for Gram-farging brukt til farging er
bruksklare. Fortynning av Igsningene (bortsett reagens 1 fra farging i far-
gingscellen - se "Prosedyre”) er ikke ngdvendig.

Prosedyre

Farging i fargingscellen

Det er anbefalt 8 fortynne den reagens 1 (krystallfiolettlgsning) 1:3 med
destillert 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

Reagens 1 (krystallfiolettlgsning) 1:30 minutter

Rennende vann fra springen 30 sekunder

Reagens 2 (Lugols Igsning, stabilisert)* 3 minutter

20 sekunder
5 - 10 sekunder

Rennende vann fra springen

Reagens 3 eller 4 (avfargingslgsning)**

Rennende vann fra springen 30 sekunder

Reagens 5 (safraninlgsning) 1 minutt

Rennende vann fra springen 1 minutt

Lufttgrk (f.eks. over natten eller ved 50 °C i tgrkeskapet)

* filtrer reagens 2 (Lugols Igsning, stabilisert) etter 3 kjgringer
** kasser den avfargende Grams avfargingslgsningen etter 5 kjgringer

Farging pa fargingsstativet

Objektglass med fiksert utstryk

Reagens 1 (krystallfiolett- dekk helt og la reaksjonen 1 minutt
Igsning) inntreffe
Reagens 2 (Lugols Igsning, skyll raskt
stabilisert)
Reagens 2 (Lugols Igsning, dekk helt og la reaksjonen 1 minutt
stabilisert) inntreffe
Destillert vann vask grundig 5 sekunder
Reagens 3 eller 4 (avfar- roter objektglassene forsik- 10 - 15
gingslgsning) tig til det ikke dannes flere sekunder
skyer medofargestgff og
utstryket far en grabla farge
Destillert vann vask grundig 5 sekunder
Reagens 5 (safraninigsning) | 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
EnteIIanT:') og et dekkglass erganbefealt for lagring av bakteriologiske prgver
i flere maneder. Til dette formalet ma de fargede prgvene tgrkes svaert

godt.

Bruk av blgtleggingsolje er anbefalt 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 varmeﬁkserlng ved bruk av en bunsenbrenner eller
i et varmeskap er avgjgrende for & forhindre infeksjonspotensiale i provene
og ytterligere spredning av bakterier.

Ingen farging av de grampositive bakteriene

Det avgJQrende stadiet i gramfargingsprosedyren er avfargingstrinnet, som
kan pavirkes av utstrykets tykkelse I tillegg er en fersk avfargingslgsning
sveert reaktiv, og resultatet ma derfor evalueres med omhu. I Igpet av
avfargingstrinnet skal brukeren overholde inkubasjonstidene 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 far fylling.

Analytiske ytelsesegenskaper

"Gram-Color - fargingssett” farger og synliggjgr dermed biologiske struktu-
rer, som beskrevet i kapitlet “Resultat” i denne bruksanvisningen. Produktet
skal kun brukes av autoriserte og kvallﬁserte personer, inkludert bl.a. tilbe-
redning av prgver og reagenser, provehdndtering, beslutninger om egnede
kontroller osv.

Den analytiske ytelsen av produktet bekreftes ved & teste hvert produk-
sjonsparti.

For fglgende farginger ble analytisk ytelse bekreftet med tanke pé’\oproduk—
tets spesifisitet, sensitivitet og repeterbarhet med en et resultat pa 100 %:

Spesifisitet | Sensitivitet | Spesifisi- Sensitivi-
mellom mellom tet innen tet innen
analyser analyser analyse analyse
Grams farging
Grampositive 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganismer
Gramnegative 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganismer

Analytiske ytelsesresultater

Data fra intraanalyser (utfgrt p8 samme parti) og interanalyser (utfort pd
forskjellige partier) lister opp antallet korrekt fargede strukturer sammen-
lignet med antallet utfgrte analyser.

Kliniske ytelsesegenskaper

Det Gram—CoIoro— fargingssett har blitt bl’lalkt med suksess i det kliniske
miljget i flere tiar i mange ulike bruksomrader.

Den kliniske Y)telsen gil det Gram-Color - fargingssett i saerdeleshet ble
bestemt ved a fastsla 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 ytelsesevaLueringen 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.

NO

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 Gram-Color - fargingssett for Gram-farging 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

Gram-Color - fargingssett for Gram-farging 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
Pakningen er tilstrekkelig til opptil 250 appliseringer.

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. 1.09217 Grams safraninlgsning 500 ml, 2,51
for Gram-fargemetode

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

500 ml, 2,51

Fareklassifikasjon
Kat.nr. 1.11885.0001

Overhold fareklassifikasjonen som er trykt pa etiketten og informasjonen i
sikkerhetsdatabladet. . .
Sikkerhetsdatabladet er tilgjengelig pa nettstedet og pa anmodning.



Hovedkomponenter i produktene
Kat.nr. 1.11885.0001
Reagens 1 eller Kat.nr. 1.09218

C.I. 42555
C4HsOH
11 = 0,99 kg

10 g/l
4 g/l

Reagens 2 eller Kat.nr. 1.00567
PVP-jod

KI 10 g/l
11 = 1,02 kg

Kat.nr. 1.09261

Reagens 3/4 eller Kat.nr. 1.10218
C,H,O

C;H,O

11 = 0,79 kg

634 g/l
159 g/I

Reagens 5 eller Kat.nr. 1.09217
C.I. 50240
11 = 0,98 kg

1,8 g/l

Generell merknad

Hvis en alvorlig hendelse gppsté’lr 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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GrofB3, Thieme 2009, 2. Auflage

4. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon
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H225: Meget brannfarlig veeske og damp.

H318: Gir alvorlig gyeskade.

H336: Kan for8rsake dgsighet eller svimmelhet.
H412: Skadelig, med langtidsvirkning, for liv i vann.

P210: Holdes vekk fra varme, varme overflater, gnister, &pen ild og andre
antenningskilder. Rgyking forbudt.

P233: Hold beholderen tett lukket.

P240: Beholder og mottaksutstyr jordes/potensialutlignes.

P273: Unng3 utslipp til miljget.

P280: Bruk vernehansker/ verneklzer/ gyebeskyttelse/ ansiktsbeskyttelse.

P305 + P351 + P338: VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med
vann i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar
seg gjgre. Fortsett skyllingen.

Reagens 1:
H226: Brannfarlig vaeske og damp.
H412: Skadelig, med langtidsvirkning, for liv i vann.

Reagens 2:
H318: Gir alvorlig gyeskade.
H412: Skadelig, med langtidsvirkning, for liv i vann.

Reagens 3/4:

H225: Meget brannfarlig vaeske og damp.
H319: Gir alvorlig gyeirritasjon.

H336: Kan forarsake dgsighet eller svimmelhet.

Reagens 5:
H226: Brannfarlig vaeske og damp.
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Sigma-Aldrich.

1.11885.0001 (REF
Microscopy

Gram-Color
Farbiaca sUprava pre Gramovu farbiacu metddu

Iba na profesionalne pouzitie

|VD Diagnosticka zdravotnicka pomécka in vitro

€

Urceny ucel

Tento ,Gram-Color - Farbiaca stprava pre Gramovu farbiacu metdédu" je ur-
¢eny na humanno-medicinsku bunkovu diagnostiku a sliZi na bakteriologic-
ké vysSetrenie vzoriek ludského povodu. Ide o farbiaci roztok pripraveny na

pouzitie, ktory pri pouziti spolu s dalsimi 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.

Gram-Color roztoky si modifikované a navrhnuté tak, aby sa mohlo
farbenie vykondvat vo farbiacich bunkéach, na farbiacom stojane a tieZ na
farbiacom automate.

Nesfarbené struktlry su relativne malo kontrastné a pod svetelnym
mikroskopom ich mozno velmi tazko rozlidit. Snimky vytvorené pouzitim
farbiacich roztokov pomahaju autorizovanému a kvalifikovanému odbor-
nikovi v tychto pripadoch lepsie definovat tvar a Strukt(ru. Na stanovenie
konecnej diagndzy je potrebné vykonat dalsie testy podla uznanych a
platnych metdd.

Princip

V bakterioldgii umoziiuje Gramovo farbenie rychle rozliSovanie baktérii na
grampozitivne a gramnegativne.

Zakladom farebnej afinity je mureinova struktdra bakterialnej steny.

V prvom kroku su baktérie sfarbené krystalovou fialovou, anilinovym far-
bivom. Po osetreni jédovym roztokom (Lugolov roztok) sa vytvori kom-
plex farbiva a jédu. Pocas kroku dekolorizacie zostava tento komplex vo
viacvrstvovej mureinovej struktlre bunkovej steny grampozitivnych baktérii
- tie sa zobrazia ako modrofialové.

Oproti tomu gramnegativne baktérie maju bunkovu stenu vytvorenu z
jednovrstvovej mureinovej Struktlry a zodpovedajlcim spésobom opéatov-
ne uvolfuju 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 aspiraénych biopsii
(FNAB), vyplachy, odtlacky, vypotky, hnis, exsudaty, tekuté a pevné kulti-
vacné média

Reagencie

Kat. ¢. 1.11885.0001
Gram-Color
Farbiaca stprava pre Gramovu farbiacu metddu

Komponenty balenia:
Obsah supravy na farbenie

Reagencia 1: Roztok krystalovej violeti 500 ml
Reagencia 2: Lugolov roztok, stabilizovany 500 ml
Reagencia 3 = 4: Odfarbovaci roztok kazdy 500 ml
Reagencia 5: Roztok safraninu 500 ml

Jednotlivé reagencie

Namiesto farbiacej sipravy 1.11885.0001 mozZno pouzit nasledujicu kombi-
naciu reagencii:

Kat. ¢.  1.09218 Gramov roztok krystalovej violeti 500 ml, 2,5 |
pre Gramovu metodu farbenia

Kat. ¢.  1.00567 Lugolov roztok stabilizovany PVP, 11,2,51
na farbenie podla Grama

Kat. ¢.  1.09261 Lugolov roztok (zriedeny roztok joédu a 11,2,51
jodidu draselného)
pre Gramovu metodu farbenia

Kat. ¢. 1.10218 Gramov odfarbovaci roztok 500 ml, 2,51
pre Gramovu metddu farbenia

Kat. ¢. 1.09217 Gramov roztok safraninu 500 ml, 2,51

pre Gramovu metodu farbenia
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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

Reagencie farbiacej sipravy Gram-Color - Farbiaca suprava pre Gramovu
farbiacu metédu pouzivané na farbenie su pripravené na pouZitie, nie je

potrebné riedenie roztokov (okrem reagencia 1 pre farbenia vo farbiacej

kyvete - pozri ,Postup™).

Postup

Farbenie vo farbiacej kyvete

Pri pouZiti imerznej metddy sa odporuda zriedit reagencia 1 (roztok krysta-
lovej 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 dostatocné vysledky sfarbenia.
Po ukonceni jednotlivych krokov farbenia by sa mali podlozné skli¢ka nechat
dobre odkvapkat, aby nedo$lo k pripadnej zbyto¢nej kriZzovej kontaminécii
roztokov.

Uvedené ¢asy je potrebné dodrzat, aby bol zaruéeny optimalny vysledok
sfarbenia.

Podlozné sklicko s fixovanym sterom

Reagencia 1 (roztok krystalovej violeti) 1:30 min
Teclca voda z vodovodu 30 sek
Reagencia 2 (Lugolov roztok, stabilizovany)* 3 min
Teclca voda z vodovodu 20 sek
Reagencia 3 alebo 4 (odfarbovaci roztok)** 5-10 sek
Teclca voda z vodovodu 30 sek
Reagencia 5 (roztok safraninu) 1 min
Teclca voda z vodovodu 1 min

Suste na vzduchu (napr. cez noc alebo pri teplote 50 °C v susSiacej komore)

* po 3 cykloch prefiltrujte reagencia 2 (Lugolov roztok, stabilizovany)
** po 5 cykloch zlikvidujte reagencia 3 alebo 4 (odfarbovaci roztok)

Farbenie na farbiacom stojane

PodloZné sklicko s fixovanym sterom

Reagencia 1 (roztok krysta- | Uplne zakryte a nechajte 1 min
lovej violeti) reagovat
Reagencia 2 (Lugolov roz- kratko oplachnite
tok, stabilizovany)
Reagencia 2 (Lugolov roz- Uplne zakryte a nechajte 1 min
tok, stabilizovany) reagovat
Destilovana voda starostlivo umyte 5 sek
Reagencia 3 alebo 4 (odfar- | sklicka opatrne otacajte, 10 - 15 sek
bovaci roztok) kym sa nevytvoria dalsie

oblaciky farbiva a kym ster

neziska sivomodru farbu
Destilovana voda starostlivo umyte 5 sek
Reagencia 5 (roztok safra- Uplne zakryte a nechajte 1 min
ninu) 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
odporuda vzorky zakryt bezvodym fixaénym médiom (napr. Neo-Mount™
alebo Entellan™) a krycim sklickom. Pre tento Ucel je potrebné sfarbené

vzorky dokladne vysusit.



Pri analyze sfarbenych podloznych sklicok s mikroskopickym zvacsenim >
40x sa odporuca pouzivat imerzny olej.

Farbenie na farbiacom automate

Farbenie sa mdzZe vykonavat na farbiacich automatoch podla protokolu
farbenia vo farbiacej bunke.

Vysledok
Grampozitivne 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 dostato¢ny stupen tepelnej fixacie pomocou Bunsenovho
hordka alebo v ohrievacej skrini.

Ziadne sfarbenie grampozitivnych baktérii

Kritickou fazou postupu Gramovho farbenia je krok dekolorizacie, ktory
méze byt ovplyvneny hribkou steru. Cerstvy odfarbovaci roztok je navyse
vysoko reaktivny, preto by sa mal vysledok hodnotit opatrne. Pocas kroku
dekolorizacie by pouZivatel mal dodrZiavat presné inkuba¢né doby uvedené
v protokole, pretoze v opaénom pripade mdze ddjst 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 odstrante prebytocny imerzny olej.

Analytické vykonnostné charakteristiky

~Gram-Color - Farbiaca sUprava" vyfarbi a tym vizualizuje biologické
Struktury, ako je opisané v kapitole ,Vysledok®™ tohto ndvodu na pouzivanie.
PouZivanie tohto produktu méZu vykondvat len autorizované a kvalifikované
osoby, ¢o medzi inym zahfria pripravu vzoriek a reagencii, manipulaciu so
vzorkami, rozhodnutia tykajluce sa vhodnych kontrol a podobne.

Analytickd vykonnost produktu sa potvrdzuje testovanim kazdej vyrobnej
Sarze.

U nasledujlcich sfarbeni sa potvrdila analytickad vykonnost z hladiska $peci-
ficity, citlivosti a opakovatelnosti produktu s percentudlnou hodnotou

100 %:

Specifici- | Citlivost Specificita | Citlivost v
ta medzi medzi VvV ramci rémci testu
testami testami testu
Farbenie Gram
Grampozitivhe 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganizmy
Gramnegativne 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganizmy

Vysledky analytickej vykonnosti

Udaje v rdmci 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

Gram-Color - Farbiaca suprava sa uz celé desatrocia s Uspechom pouZiva v
klinickom prostredi pri velkom pocte aplikacii.

Klinicka G¢innost Gram-Color - Farbiaca suprava sa urcila najma stanovenim
jeho citlivosti a Specificity studie v ramci 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 viak maju vykonat kvalifiko-
vani a autorizovani odbornici s ohladom na anamnézu pacienta, morfoldgiu,
pouzitie adekvatnych kontrol a pripadné dalSie diagnostické testy. Tato
metdda sa méze doplnkovo pouzit v oblasti humannej diagnostiky.

Diagnostika

Diagnostiku méZe vykondvat len autorizovany a kvalifikovany personal.
Musi sa pouzivat platné nazvoslovie.

Tato metdda sa moze doplnkovo pouzit v oblasti humannej diagnostiky.
DalSie testy je potrebné vybrat a vykonat podla uznanych metdd.

Pri kaZzdej 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 inkubdcie.

Skladovanie

Gram-Color - Farbiaca suprava pre Gramovu farbiacu metédu skladujte pri
teplote +15°C az +25°C.

Pri teplotach nizSich ako 15 °C sa z farbiacich roztokov mdze 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

Gram-Color - Farbiaca sUprava pre Gramovu farbiacu metdédu je mozné
pouzivat az do uvedeného datumu exspiracie.

Po prvom otvoreni flade je mozné obsah pouzivat az do uvedeného datumu
exspiracie za predpokladu, ze sa skladuje pri teplote +15°C az +25°C.

Flade musia byt vzdy tesne uzavreté.

Kapacita
Balenie vystaci aZz na 250 aplikacii.

DalsSie pokyny

Iba na profesionalne pouzitie.

Aby sa zamedzilo chybam, 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 uréenud pre lekarske
diagnostické laboratérium.

Ochrana pred infekciou

Na ochranu pred infekciou je potrebné prijat G¢inné opatrenia v stlade s
laboratérnymi smernicami.

Pokyny tykajlce sa likvidacie

Obal musi byt' zlikvidovany v sulade s platnymi pokynmi na likvidaciu.
Pouzité roztoky a roztoky, ktorym uplynula doba pouZitelnosti, sa musia
likvidovat ako Specialny 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 aktualne 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, 11,2,51
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

flasa na kvapka-
nie s objemom

pre mikroskopiu 100 ml, 500 ml
Kat. ¢.  1.09217 Gramov roztok safraninu 500 ml, 2,51
pre Gramovu metodu farbenia
Kat. ¢.  1.09218 Gramov roztok krystalovej violeti 500 ml, 2,51

pre Gramovu metodu farbenia
Kat. ¢.  1.09261 Lugolov roztok (zriedeny roztok jodua 11, 2,51
jodidu draselného)
pre Gramovu metodu farbenia
Kat. ¢.  1.10218 Gramov odfarbovaci roztok
pre Gramovu metddu farbenia

500 ml, 2,51

Klasifikacia nebezpecenstva
Kat. ¢. 1.11885.0001

Dodrziavajte klasifikaciu nebezpecenstva vytlacenu na etikete a informacie
uvedené v bezpecnostnych listoch.
Bezpecnostny list je k dispozicii na webovych strankach a na vyziadanie.



Hlavné komponenty produktov
Kat. ¢. 1.11885.0001
Reagencia 1 alebo Kat. ¢. 1.09218

C.I. 42555 10 g/l
C¢HsOH 49/l
11 = 0,99 kg

Reagencia 2 alebo Kat. ¢. 1.00567

PVP-jod 50 g/
KI 10 g/l
11 = 1,02 kg

Kat. ¢. 1.09261

I, 3,49/l
Kl 6,8 g/l
11 = 1,01 kg

Reagencia 3/4 alebo Kat. ¢. 1.10218

C,H:0 634 g/l
C;HsO 159 g/I
11 = 0,79 kg

Reagencia 5 alebo 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 pouzivania
vyskytne zavazny incident, nahlaste ho vyrobcovi a/alebo jeho autorizova-
nému zastupcovi a vaSmu vnutrostatnemu organu.
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H225: Velmi horlava kvapalina a pary.

H318: Spdsobuje vazne poskodenie odi.

H336: MbZze spdsobit ospalost alebo zavraty.

H412: Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi t¢inkami.

P210: Uchovavajte mimo dosahu tepla, horucich povrchov, iskier,
otvoreného ohna a inych zdrojov zapalenia. Nefajcite.

P233: Nadobu uchovavajte tesne uzavretu.
P240: Uzemnite a upevnite nadobu a plniace zariadenie.
P273: Zabrafite uvolneniu do Zivotného prostredia.

P280: Noste ochranné rukavice/ ochranny odev/ ochranné okuliare/
ochranu tvare.

P305 + P351 + P338: PO ZASIAHNUTI OCI: Niekolko minit ich opatrne
vyplachujte vodou. Ak pouZivate kontaktné SoSovky a je to mozné, od-
strante ich. Pokracujte vo vyplachovani.

Reagencia 1:
H226: Horlava kvapalina a pary.
H412: Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi Gcinkami.

Reagencia 2:
H318: Spbsobuje vazne poskodenie oci.
H412: Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi Gcinkami.

Reagencia 3/4:

H225: Velmi horlava kvapalina a pary.
H319: Spdsobuje vazne podrazdenie oci.
H336: M6Ze spbsobit ospalost alebo zavraty.

Reagencia 5:
H226: Horlava kvapalina a pary.
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1.11885.0001 (REF
Microscopy

Gram-Color
Gram boyama ydntemi igin boya seti

Yalnizca profesyonel kullanim igindir

|VD In vitro Tanisal Tibbi Cihaz c €

Kullanim amaci

Bu “Gram-Color - Gram boyama ydntemi igin boya seti”, insanlarda tibbi
hiicre tanilamasinda kullanilir ve insan kaynakli numune materyalinin bakte-
riyolojik incelemesi amacina hizmet eder. Portféyimuzdeki diger in vitro
tanisal trlnlerle birlikte kullanildiginda bakteriyolojik numune materyal-
lerinde (6rn. vicut sivisi yaymalan) fiksasyon, boyama, karsit boyama ve
kapatma yoluyla bakteriyel hedef yapilari (Gram pozitif veya Gram negatif
bakteriler) tani amagli dederlendirilebilir hale getiren, kullanima hazir bir
boyama soliisyonudur.

Gram-Color gozeltisi, boyama isleminin hiicrelerde, boyama rafinda ve ayri-
ca otomatik boyama sistemlerinde yapilabilecegi bir sekilde modifiye edilmis
ve tasarlanmistir.

Boyanmamis yapilarin kontrasti gorece disiktir ve 151tk mikroskobu altinda
ayirt edilmeleri son derece zordur. Boyama sollsyonlarinin kullaniimasiyla
olusturulan goérintuler, 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 hizh bir sekilde farklilasmasina olanak tanir.

Bakteri duvarinin mirein yapisi, renk afinitesinin temelidir. )

Ilk adimda, bakteriler bir anilin boyasi olan kristal viyole ile boyanir. Iyot
solisyonu (Lugol sollisyonu) 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 goérindrler.

Gram negatif bakteriler ise aksine, tek katmanl bir murein yapisindan olu-
san bir hlicre 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 gériinecektir.

Numune materyali

Havayla kurutulmus ve isiyla sabitlenmis bakteriyolojik materyal yaymalari;
orn. balgam, ince igne aspirasyon biyopsilerinden (IIAB) yayma, yikama,
baski, eflizyon, pus, ekslda, sivi ve kati kiltirler.

Reaktifler

Kat. No. 1.11885.0001
Gram-Color
Gram boyama ydntemi igin boya seti

Paket igerigi:
Boyama kiti sunlari igerir

Reaktif 1: Kristal viyole gozeltisi 500 ml
Reaktif 2: Lugol sollsyonu, stabilize 500 ml
Reaktif 3 = 4: Dekolorize gozeltisi her biri 500 ml
Reaktif 5: Safranin gozeltisi 500 ml

Tekli reaktifler

1.11885.0001 boyama kitinin yerine asagidaki reaktif kombinasyonu kulla-
nilabilir:

Kat. No. 1.09218 Gram kristal viyole gozeltisi 500 ml, 2,51
Gram boyama yoéntemi igin

Kat. No. 1.00567 Lugol ¢dzeltisi Gram renklendirme igin PVP 11,251
ile stabilize edilmis

Kat. No. 1.09261 Lugol gdzeltisi (seyreltik iyot-potasyum 11,251
iyodur gozeltisi)
Gram boyama ydntemi igin

Kat. No. 1.10218 Gram dekolorize gozeltisi 500 ml, 2,51
Gram boyama ydntemi igin

Kat. No. 1.09217 Gram safranin gOzeltisi 500 ml, 2,51

Gram boyama ydntemi igin
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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

Gram-Color - Gram boyama ydntemi igin boya seti boyama igin kullanilan
reaktifleri kullanima hazirdir, soltiisyonlarin seyreltilmesi (boyama hicresin-
de boyama reaktif 1 harig - bkz. “Prosedir”) gereksizdir

Prosediir

Boyama hiicresinde boyama

Daldirma yontemi kullaniliyorsa, reaktif 1 (kristal viyole ¢bzeltisi) 1:3 distile
su ile seyreltilmesi énerilir.

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

Reaktif 1 (kristal viyole gozeltisi) 1:30 dk
Akan musluk suyu 30 sn
Reaktif 2 (Lugol sollisyonu, stabilize) 3 dk
Akan musluk suyu 20 sn
Reaktif 3 veya 4 (dekolorize gdzeltisi) 5-10sn
Akan musluk suyu 30 sn
Reaktif 5 (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
Reaktif 1 (kristal viyole

timuyle kapatin ve tepki- 1 dk

cozeltisi) meye birakin
Reaktif 2 (Lugol sollisyonu, kisa slre durulayin
stabilize)
Reaktif 2 (Lugol sollisyonu, timuyle kapatin ve tepki- 1 dk
stabilize) meye birakin
Distile su dikkatle yikayin 5sn
Reaktif 3 veya 4 (dekolorize | lamlari, daha fazla boya 10 - 15sn
cOzeltisi) bulutu olusmayincaya ve
yayma gri-mavi bir renk
alincaya kadar dikkatle
dondirin
Distile su dikkatle yikayin 5sn
Reaktif 5 (safranin gozeltisi) | timuyle kapatin ve tepki- 1 dk
meye birakin
Distile su dikkatle yikayin 5 sn

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
kullaniimasi 6nerilir.




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 brilorid veya bir isitma kabini kullanilarak yeterli
derecede 1sI fiksasyonu sarttir.

Gram pozitif bakterilerde boyanma yok

Gram boyama proseduriintn kritik asamasi, yaymanin kalinligindan et-
kilenebilecek olan renk giderme asamasidir. Ayrica, taze bir renk giderici
sollisyon yliksek diizeyde 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 &nce fazla daldirma yagini gikarin.

Analitik performans karakteristikleri

“Gram-Color - boya seti”, bu Kullanma Kilavuzunun “Sonug” béliminde
de agiklandigi gibi biyolojik yapilari boyar ve gorsellestirir. Uriintin kullani-
mi sadece yetkili ve kalifiye kisiler tarafindan gergeklestiriimelidir 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.

Su boyalar igin Grintn 6zgllligu, 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- 16/16 16/16 6/6 6/6
roorganizmalar
Gram negatif 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganizmalar

Analitik performans sonuglari

Test igi (ayni parti Gzerinde gergeklestirilen) ve testler arasi (farkli partiler
Gzerinde gergeklestirilen) veriler, yapilan test sayisina gére dogru sekilde
boyanmis yapilarin sayisini listeler.

Klinik performans karakteristikleri

Gram-Color - boya seti klinik ortamlarda onlarca yildir gok sayida uygula-
mada basariyla kullaniimaktadir.

Ozellikle Gram-Color - boya seti klinik performansi, kurum ici 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-Color - Gram boyama ydntemi igin boya seti +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 slireyle 60
°C'de su banyosuna yerlestirin. Bu, gokeltinin cogunu yeniden ¢bzecektir.
Ardindan, boyama soltisyonlarini bir kagit filtreden stztn.

Raf omrii

Gram-Color - Gram boyama ydntemi igin boya seti, 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
Paket 250 uygulamaya kadar yeterlidir.

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. 1.09217 Gram safranin gozeltisi 500 ml, 2,51
Gram boyama yéntemi igin
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

500 ml, 2,51

Tehlike siniflandirmasi
Kat. No. 1.11885.0001

Lutfen etikette yazili olan tehlike siniflandirmasina ve guvenlik bilgi formun-
da verilen bilgilere uyun.
Guvenlik bilgi formu web sitesinde ve talep lzerine mevcuttur.



Uriinlerin ana bilesenleri
Kat. No. 1.11885.0001
Reaktif 1 veya Kat. No. 1.09218

C.I. 42555 10 g/l
C¢HsOH 49/l
11 = 0,99 kg

Reaktif 2 veya Kat. No. 1.00567

PVP-Iyot 50 g/l
KI 10 g/l
11 = 1,02 kg

Kat. No. 1.09261

I, 3,449/l
Kl 6,8 g/l
11 = 1,01 kg

Reaktif 3/4 veya Kat. No. 1.10218

C,H:0 634 g/l
C;HsO 159 g/I
11 = 0,79 kg

Reaktif 5 veya Kat. No. 1.09217

C.I. 50240 1,8 g/l

11 = 0,98 kg

Genel aciklama

Bu cihazin kullanimi sirasinda veya kullaniminin bir sonucu olarak ciddi bir
olay meydana gelirse, lGtfen bunu Ureticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve
ulusal makaminiza bildirin.
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H225: Kolay alevlenir sivi ve buhar.

H318: Ciddi g6z hasarina yol acgar.

H336: Rehavete veya bas dénmesine yol agabilir.
H412: Sucul ortamda uzun stre kalici, zararh etki.

P210: Isidan, sicak ylizeylerden, kivilcimdan, agik alevden ve diger tutusma
kaynaklarindan uzak tutun. - Sigara igilmez.

P233: Kabi sikica kapal tutun.

P240: Kabi ve alici ekipmani toprada oturtun ve baglayin.

P273: Cevreye verilmesinden kaginin.

P280: Koruyucu eldiven/ koruyucu giysi/ géz koruyucu/yliz koruyucu.

P305 + P351 + P338: GOZLERDE ISE: birkag dakika su ile dikkatlice
durulayin. Kontakt lens varsa ve kolaysa gikartin. Durulamaya devam edin.

Reaktif 1:
H226: Alevlenir sivi ve buhar.
H412: Sucul ortamda uzun stre kalici, zararh etki.

Reaktif 2:
H318: Ciddi g6z hasarina yol agar.
H412: Sucul ortamda uzun stire kalici, zararh etki.

Reaktif 3/4:

H225: Kolay alevlenir sivi ve buhar.

H319: Ciddi g6z tahrisine yol agar.

H336: Rehavete veya bas donmesine yol agabilir.

Reaktif 5:
H226: Alevlenir sivi ve buhar.
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1.11885.0001 |REF
Mikroskopija

Komplet Gramovih boja

za bojenje Gramovom metodom

Samo za profesionalnu upotrebu

|VD In vitro dijagnosti¢ko medicinsko sredstvo c €

Namena

Ovaj ,Komplet Gramovih boja za bojenje Gramovom metodom" se koristi
za medicinsku dijagnostiku humanih ¢elija i sluzi u svrhu bakterioloskog
istrazivanja materijala uzorka humanog porekla. To je rastvor za bojenje
spreman za upotrebu koji, kada se koristi zajedno sa drugim proizvodima
za in vitro dijagnostiku iz naseg portfolija, omogucava procenu bakterijskih
ciljnih struktura u dijagnosti¢ke svrhe (Gram-pozitivne ili Gram-negativne
bakterije) fiksiranjem, bojenjem, kontrastnim bojenjem, postavljanjem u
materijale bakterioloskih uzoraka, npr. razmaza ili telesnih te¢nosti.
Rastvori Gramovih boja su izmenjeni i dizajnirani na takav nacin da se
bojenje moze vrsiti u ¢elijama za bojenje, na stalku za bojenje, kao i u
automatizovanim sistemima za bojenje.

Neobojene strukture imaju relativno nizak kontrast i izuzetno ih je tesko
razlikovati pod svetlosnim mikroskopom. Slike napravljene koris¢enjem
rastvora za bojenje pomazu ovlas¢enom i kvalifikovanom istrazivacu da
bolje definiSe formu i strukturu u takvim slu¢ajevima. Potrebno je sprovesti
dodatne testove u skladu sa priznatim, vaze¢im metodama kako bi se
dobila konacna dijagnoza.

Princip
U bakteriologiji, bojenje po Gramu omogucava brzu diferencijaciju bakterija
na Gram-pozitivhe i Gram-negativne.

Mureinska struktura bakterijskog zida je osnova afiniteta boja. U prvom
koraku, bakterije ¢e se obojiti kristalno ljubi¢astom, anilinskom bojom.
Posle tretmana rastvorom joda (Lugolov rastvor) formirace se kompleks
boje i joda. Tokom koraka dekolorizacije, ovaj kompleks ostaje u viseslojnoj
mureinskoj strukturi ¢elijskog zida Gram-pozitivnih bakterija - one ¢e biti
plavo-ljubicaste.

Gram-negativne bakterije, nasuprot tome, imaju Celijski zid koji se sastoji
od jednoslojne mureinske strukture, i shodno tome ponovo oslobadaju boju
za bojenje sa rastvorom za dekoloraciju. Gram-negativne bakterije ¢e biti
obojene rastvorom safranina i tada e biti ruzicaste do crvene boje.

Materijal uzorka

Razmazi bakterioloSkog materijala koji su osuseni na vazduhu i toplotno
fiksirani poput sputuma, razmaza dobijenih aspiracionom biopsijom tankom
iglom (FNAB), ispiranja, otisaka, izliva, gnoja, eksudata, tecnih i ¢vrstih
kultura

Reagensi

Kat br. 1.11885.0001
Komplet Gramovih boja
za bojenje Gramovom metodom

Komponente pakovanja:
Sadrzaj kompleta za bojenje

Reagens 1: Kristalno ljubicasti rastvor 500 ml
Reagens 2: Lugolov rastvor, stabilizovan 500 ml
Reagens 3 = 4: Rastvor za dekolorizaciju po 500 ml
Reagens 5: Rastvor safranina 500 ml

Pojedinacni reagensi
Umesto kompleta za bojenje 1.11885.0001, mogu se koristiti sledece
kombinacije reagenasa:

Kat. br.  1.09218 Gramov rastvor kristalno ljubicaste 500 ml, 2,51
za bojenje Gramovom metodom

Kat. br.  1.00567 Lugolov rastvor stabilizovan pomocu 11,2,51
PVP za bojenje Gramovom metodom

Kat. br.  1.09261 Lugolov rastvor (razblazeni rastvor jod- 11,251
natrijum jodida)
za bojenje Gramovom metodom

Kat. br.  1.10218 Gramov rastvor za dekolorizaciju 500 ml, 2,51
za bojenje Gramovom metodom

Kat. br.  1.09217 Gramov rastvor safranina za bojenje 500 ml, 2,51

Gramovom metodom

Priprema uzorka
Uzorkovanje mora da izvrsi kvalifikovano osoblje.
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Nanesite materijal uzorka na cisto stakalce bez masti koristeci zarenu
petlju. Zatim razmazite materijal ili direktno na stakalcu ili prvo pomesajte
sa 1-2 kapi fizioloskog rastvora (Ringerov rastvor). Osusite na vazduhu,

a zatim zagrejte tako Sto cete tri puta polako provudi kliza¢ (strana

sa razmazom okrenuta nagore) kroz gornji deo plamena Bunzenovog
plamenika. Zatim ostavite da se ohladi i obojte.

Razmazi osuseni na vazduhu moraju veoma pazljivo da se fiksiraju
toplotom. Ovo sprecava rizik od infekcija i smanjuje rastvaranje materijala
uzorka, a samim tim i kontaminaciju rastvora i drugih stakalaca.

Svi uzorci moraju biti tretirani primenom najsavremenije tehnologije.

Svi uzorci moraju biti jasno oznaceni.

Za uzimanje uzoraka i njihovu pripremu moraju se koristiti odgovarajuci
instrumenti. Pratite uputstva proizvodaca za primenu/upotrebu.

Prilikom upotrebe odgovarajuc¢ih pomoc¢nih reagensa, moraju se postovati
odgovarajuca uputstva za upotrebu.

Priprema reagensa

Reagensi Kompleta Gramovih boja za bojenje Gramovom metodom koji se
koriste za bojenje spremni su za upotrebu i razblaZivanje rastvora (osim
reagensa 1 za bojenje u ¢eliji - pogledajte odeljak ,,Procedura“) nije potrebno.

Procedura

Bojenje u celiji za bojenje

Preporucuje se da se reagens 1 (kristalno ljubicasti rastvor) razblazi
destilovanom vodom u odnosu 1:3, ako se koristi metoda potapanja.
Stakalca treba da se potope i promesaju u rastvorima; samo potapanje
daje neadekvatne rezultate bojenja.

Stakalca treba ostaviti da se dobro ocede nakon pojedinacnih koraka bojenja
kako bi se izbegla bilo kakva nepotrebna unakrsna kontaminacija rastvora.
Treba se pridrzavati navedenih vremena kako bi se garantovao optimalan
rezultat bojenja.

Stakalce sa fiksiranim razmazom

Reagens 1 (kristalno ljubicasti rastvor) 1:30 min
Tekuéa voda iz slavine 30s
Reagens 2 (Lugolov rastvor, stabilizovan)* 3 min
Tekuéa voda iz slavine 20s
Reagens 3 ili 4 (rastvor za dekolorizaciju)** 5-10s
Tekuéa voda iz slavine 30s
Reagens 5 (rastvor safranina) 1 min
Tekuéa voda iz slavine 1 min
Susenje na vazduhu (npr. preko nodi ili na 50 °C u komori za susenje)

* filtrirajte reagens 2 (Lugolov rastvor, stabilizovan) nakon 3 ciklusa
** odbacite reagens 3 ili 4 (rastvor za dekolorizaciju) nakon 5 ciklusa

Bojenje na stalku za bojenje

Stakalce sa fiksiranim razmazom

Reagens 1 (kristalno
ljubicasti rastvor)

potpuno preklopite i ostavite 1 min
da odreaguje

Reagens 2 (Lugolov rastvor, | isperite nakratko
stabilizovan)

Reagens 2 (Lugolov rastvor, | potpuno preklopite i ostavite 1 min
stabilizovan) da odreaguje

Destilovana voda pazljivo operite 5s
Reagens 3 ili 4 (rastvor za paZzljivo promesajte stakalca 10-15s

dekolorizaciju) dok ne prestanu da se
stvaraju zamucdenja od boje i

razmaz ne dobije sivo-plavu

boju
Destilovana voda pazljivo operite 5s
Reagens 5 (rastvor potpuno preklopite i ostavite 1 min

safranina) da odreaguje

Destilovana voda pazljivo operite 5s

Susenje na vazduhu (npr. preko nodci ili na 50 °C u komori za susenje)

Preporucuje se pokrivanje nevodenim medijumom za postavljanje (npr.
Neo-Mount™ ili Entellan™) i pokrovnim stakalcem kod skladistenja
bakterioloskih uzoraka tokom vise meseci. U tu svrhu, obojeni uzorci
moraju dobro da se osuse.

Za analizu obojenih stakalaca sa mikroskopskim povec¢anjem > 40x
preporucuje se upotreba imerzionog ulja.

Bojenje u uredaju za automatsko bojenje

Bojenje u automatizovanim sistemima za bojenje moze da se izvrsi u skladu



sa protokolom za bojenje u celiji za bojenje.

Rezultat

Gram-pozitivni mikroorganizmi plavo-ljubicasta

Gram-negativni mikroorganizmi od ruzi¢aste do crvene boje

Resavanje problema

Fiksiranje razmaza uzoraka

Dovoljan stepen fiksiranja toplotom pomocu Bunzenovog plamenika ili u
komori za grejanje je od sustinskog znacaja za sprecavanje infektivnog
potencijala uzoraka i daljeg razmnoZavanja bakterija.

Nema bojenja Gram-pozitivnih bakterija

Korak dekolorizacije predstavlja jednu od klju¢nih faza postupka bojenja po
Gramu i ha njega moze uticati debljina razmaza. Pored toga, svez rastvor
za dekolorizaciju je veoma reaktivan, zbog Cega rezultat treba pazljivo
proceniti. Tokom koraka dekolorizacije, korisnik treba da se pridrzava
ta¢nog vremena inkubacije opisanog u protokolu jer u suprotnom moze dodi
do laZzno negativnih rezultata.

Tehnicke napomene

Mikroskop koji se koristi treba da ispunjava zahteve laboratorije za
medicinsku dijagnostiku.

Kada koristite sisteme za automatsko bojenje, pratite uputstvo za upotrebu
koje ste dobili od dobavljaca sistema i softvera.

Pre pohranjivanja uklonite visak imerzionog ulja.

Karakteristike analitickih performansi

~Komplet Gramovih za bojenje" boji i na taj nac¢in omogucava vizuelizaciju
bioloskih struktura, kako je opisano u poglavlju ,Rezultat" u ovom uputstvu
za upotrebu. Proizvod smeju koristiti samo ovlascene i kvalifikovane osobe,
Sto izmedu ostalog ukljucuje pripremu uzoraka i reagensa, rukovanje
uzorcima, odluke o odgovaraju¢im kontrolama i drugo.

AnalitiCke performanse proizvoda potvrdene su testiranjem svake
proizvodne serije.

Za sledece bojenje, analiticke performanse su potvrdene u smislu
specifi¢nosti, osetljivosti i ponovljivosti proizvoda sa stopom od 100%:

Specifi¢nost | Osetljivost | Specificnost | Osetljivost
izmedu izmedu unutar unutar
testova testova testova testova
Bojenje po Gramu
Gram-pozitivni 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganizmi
Gram-negativni 16/16 16/16 6/6 6/6
mikroorganizmi

Rezultati analitickih performansi

Podaci unutar testova (izvedeno na istoj seriji) i izmedu testova (izvedeno
na razli¢itim serijama) navode broj pravilno obojenih struktura u odnosu na
broj izvréenih testova.

Karakteristike klinickih performansi

Komplet Gramovih boja za bojenje se uspesno koristi u klinickom okruzenju
viSe desetina godina u visokom broju primena.

Klini¢cke performanse kompleta Gramovih boja za bojenje konkretno
odredene su utvrdivanjem njegove osetljivosti i specificnosti u internoj
studiji:

Gram-pozitivni mikroorganizmi

Bojenje po Gramu

Osetljivost 14/15

Specifi¢nost 15/15

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

Gram-negativni mikroorganizmi

Bojenje po Gramu

Osetljivost 15/15

Specifi¢nost 15/15

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

Rezultati ove procene performansi potvrduju da je proizvod pogodan za
predvidenu upotrebu i da je pouzdan.

Dijagnosti¢ko tumacenje rezultata bojenja, medutim, treba da sprovedu
kvalifikovani i ovlasceni stru¢njaci, uzimajuci u obzir anamnezu, morfologiju
pacijenta, upotrebu odgovarajuéih kontrola i dodatne dijagnosticke

testove, ako je potrebno. Ova metoda moze se dodatno koristiti u humanoj
dijagnostici.

Dijagnostika

Dijagnoze sme da postavlja samo ovlasc¢eno i kvalifikovano osoblje.

Moraju se koristiti vaze¢e nomenklature.
Ova metoda moze se dodatno koristiti u humanoj dijagnostici.
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Daljnja ispitivanja moraju biti odabrana i provedena prema priznatim
metodama.
Uz svaku primenu treba provesti odgovarajuce kontrole kako bi se izbegao
netacan rezultat.
Komplet za bojenje se moze kontrolisati Gram-pozitivnim bakterijama i
Gram-negativnim bakterijama.
Treba koristiti bakterije uzete iz medijuma pogodnog za razvoj kulture
nakon 18-24 sata inkubacije.

Skladistenje

Skladistite Komplet Gramovih boja za bojenje Gramovom metodom na
temperaturi od +15 °C do +25 °C.

Na temperaturama niZzim od 15 °C iz rastvora za bojenje moze se istaloZiti
obojeni talog. Ako je doslo do taloZenja, stavite bocu na 2-3 sata u vodenu
kupku postavljenu na priblizno 60 °C. Ovo ¢e ponovo rastvoriti veéinu
taloga. Zatim filtrirajte rastvore za bojenje kroz papirni filter.

Rok trajanja

Komplet Gramovih boja za bojenje Gramovom metodom moze da se koristi
do isteka navedenog roka trajanja.

Nakon prvog otvaranja bocice, sadrzaj se moze koristiti do navedenog roka
trajanja ako se ¢uva na temperaturi od +15 °C do +25 °C.

Bocice moraju uvek biti dobro zatvorene.

Kapacitet
Pakovanje je dovoljno za najvise 250 primena.

Dodatna uputstva

Samo za profesionalnu upotrebu.

Da bi se izbegle greske, primenu mora da provodi samo kvalifikovano
osoblje.

Moraju se postovati nacionalne smernice za bezbednost na radu i
obezbedenje kvaliteta.

Moraju se koristiti mikroskopi opremljeni prema standardu.

Po potrebi koristiti standardnu centrifugu pogodnu za laboratoriju za
medicinsku dijagnostiku.

Zastita od infekcije

Moraju se preduzeti efikasne mere za zastitu od infekcije u skladu sa
smernicama laboratorije.

Uputstvo za odlaganje

Pakovanje se mora odloziti u skladu sa vaze¢im smernicama za odlaganje.
Upotrebljeni rastvori i rastvori kojima je istekao rok trajanja moraju se
odloziti kao poseban otpad u skladu sa lokalnim smernicama. Informacije o
odlaganju se mogu dobiti putem hiperveze ,Saveti za odlaganje proizvoda
mikroskopije™ na www.microscopy-products.com. Unutar EU trenutno

se primenjuje UREDBA (EZ) br. 1272/2008 o klasifikaciji, obeleZzavanju i
pakovanju supstanci i smesa, kojom se menja i ukida Direktiva 67/548/EEZ
i 1999/45/EZ i izmene i dopunama Uredbe (EZ) br. 1907/ 2006.

Pomocni reagensi
Kat. br.  1.00567 Lugolov rastvor stabilizovan pomocu 11,251
PVP za bojenje Gramovom metodom

Kat. br.  1.04699 Imerziono ulje
za mikroskopiju

bocica sa
kapaljkom od
100 ml, 100 ml,
500 ml

Kat. br.  1.07961 Entellan™ new medij za brzo 100 ml, 500 ml,
postavljanje za mikroskopiju 11

Kat. br.  1.09016 Neo-Mount™ od 100 ml,
bocica sa kapaljkom bezvodni medij za 500 ml za
postavljanje mikroskopiju

Kat. br.  1.09217 Gramov rastvor safranina za bojenje 500 ml, 2,51
Gramovom metodom
Kat. br.  1.09218 Gramov rastvor kristalno ljubicaste 500 ml, 2,51

za bojenje Gramovom metodom

Kat. br.  1.09261 Lugolov rastvor (razblazeni rastvor jod- 11, 2,51
natrijum jodida)
za bojenje Gramovom metodom

Kat. br.  1.10218 Gramov rastvor za dekolorizaciju
za bojenje Gramovom metodom

500 ml, 2,51

Klasifikacija opasnosti
Kat br. 1.11885.0001

Obratite paznju na klasifikaciju opasnosti odStampanu na etiketi i
informacije date u bezbednosnom listu.
Bezbednosni list je dostupan na veb-sajtu i na zahtev.

Osnovne komponente proizvoda
Kat br. 1.11885.0001
Reagens 1 ili kat. br. 1.09218

C.I. 42555 10 g/l
C¢HsOH 44/l
11=0,99 kg



Reagens 2 ili kat. br. 1.00567

PVP-jod 50 g/I
KI 10 g/l
11=1,02kg

Kat. br. 1.09261
I, 3
Kl 6,
11=1,01kg

Reagens 3/4 ili kat. br. 1.10218

C,H:O 634 g/l
C;H:O 159 g/I
11=0,79 kg

Reagens 5 ili kat. br. 1.09217
C.I. 50240
11=0,98 kg

1,8 g/l

Opsta napomena

Ako se tokom koris¢enja ovog proizvoda ili ako usled tog koris¢enja dode
do ozbiljnog incidenta, prijavite ga proizvodacu i/ili njegovom ovlas¢enom
predstavniku, kao i nadleznom telu vase zemlje.
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H225: Lako zapaljiva tecnost i para.

H318: Dovodi do teskog ostecenja oka.

H336: MoZe da izazove pospanost i nesvesticu.

H412: Stetno za Zivi svet u vodi sa dugotrajnim posledicama.

P210: Drzati dalje od toplote, vruéih povrsina, varnica, otvorenog plamena i
drugih izvora paljenja. Zabranjeno pusenje.

P233: Drzati posudu ¢vrsto zatvorenu.
P240: Uzemljen i pri¢vrséen kontejner i oprema za prijem.
P273: Izbegavati ispustanje/oslobadanje u Zivotnu sredinu.

P280: Nositi zastitne rukavice / zastitnu odecu / zastitne naocare / zastitu
za lice.

P305 + P351 + P338: AKO DOSPE U OCI: PaZljivo ispirati vodom nekoliko
minuta. Ukloniti kontaktna sociva, ako postoje i ako je to moguce uciniti.
Nastaviti sa ispiranjem.

Reagens 1:
H226: Zapaljiva te¢nost i para.
H412: Stetno za Zivi svet u vodi sa dugotrajnim posledicama.

Reagens 2:
H318: Dovodi do teskog ostecenja oka.
H412: Stetno za Zivi svet u vodi sa dugotrajnim posledicama.

Reagent 3/4:

H225: Lako zapaljiva te¢nost i para.

H319: Dovodi do jake iritacije oka.

H336: Moze da izazove pospanost i nesvesticu.

Reagens 5:
H226: Zapaljiva te¢nost i para.

Kompanija Merck u oblasti nauke o Zivotu deluje kao MilliporeSigma u SAD-u i Kanadi.

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka i/ili njegove podruznice. Sva prava zadrzana. Merck i Sigma-Aldrich
su zastitni znakovi kompanije Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka. Svi ostali zastitni znakovi su vlasnistvo
njihovih vlasnika. Detaljne informacije o zastitnim znakovima dostupne su putem javno dostupnih izvora.
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1.11885.0001 |REF
Mikroskopia

Gram-Color

varjayssarja gramvarjadysmenetelmaa varten

Vain ammattilaisten kdayttoon

|VD In vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu la&kinnallinen laite c €

Kayttotarkoitus

Gram-Color - vérjdyssarja gramvarjdysmenetelmaa varten -tuotetta
kaytetadn ihmisten ladketieteelliseen soludiagnostiikkaan, ja se on
tarkoitettu ihmisperdisen ndytemateriaalin bakteriologiseen tutkimiseen.
Se on kayttovalmis varjayssarja, joka muiden tuotevalikoimamme

in vitro -diagnostisten tuotteiden kanssa kdytettynd muuttaa
bakteriologisissa ndytemateriaaleissa, esimerkiksi ruumiinnesteiden
sivelynaytteissd, olevat kohdebakteerirakenteet (grampositiiviset tai
gramnegatiiviset bakteerit) (kiinnityksen, varjdyksen, vastavarjayksen ja
petauksen avulla) diagnostiseen arviointiin soveltuviksi.
Gram-Color-liuokset on muunneltu ja suunniteltu siten, etta varjdys voidaan
tehda varjdyskammioissa ja varjaystelineessa ja myds automaattisissa
varjaysjarjestelmissa.

Varjaamattomat rakenteet ovat suhteellisen vahdkontrastisia, ja niita on
vaikea erottaa valomikroskoopilla. Tallaisissa tapauksissa varjaysliuosten
avulla saadut kuvat auttavat hyvaksyttya ja patevaa tutkijaa muodon ja
rakenteen paremmassa maarittelyssa. Lopullisen diagnoosin saamiseksi on
tehtava lisatesteja tunnistettujen, validien menetelmien mukaisesti.

Periaate

Bakteriologiassa gramvarjdys mahdollistaa bakteerien nopean erottelemisen
grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin.

Varin affiniteetti perustuu bakteeriseindn mureiinirakenteeseen.
Ensimmaisessa vaiheessa bakteerit varjatdan kristallivioletilla, joka

on aniliinivariaine. Jodiliuoksella (Lugolin liuos) kasittelemisen jélkeen
muodostuu variaine-jodikompleksi. Varinpoistovaiheessa tama kompleksi
pysyy grampositiivisten bakteerien soluseindn monikerroksisessa
mureiinirakenteessa - ne nayttavat sinivioleteilta.

Sita vastoin gramnegatiivisilla bakteereilla on soluseina, joka koostuu
yksikerroksisesta mureiinirakenteesta, ja vastaavasti varinpoistoliuoksen
avulla varjéava variaine vapautuu uudelleen. Gramnegatiiviset

bakteerit vastavarjataan safraniiniliuoksella, ja ne nayttavat sen jalkeen
vaaleanpunaisilta tai punaisilta.

Naytemateriaali

Bakteerimateriaalin sivelyndytteet, joiden on annettu kuivua ja jotka

on kiinnitetty lammolla, kuten yskds, ohutneulabiopsioiden (FNAB)
sivelynaytteet, huuhtelundytteet, leimausndytteet, effuusiondytteet, marka,
tulehdusnesteet, nestemaiset ja kiinteat viljelmat

Reagenssit

Luettelonro 1.11885.0001
Gram-Color
varjdyssarja gramvarjaysmenetelmaa varten

Pakkauksen sisdlto:
Varjayssarjan sisaltod

Reagenssi 1: Kristalliviolettiliuos 500 ml
Reagenssi 2: Lugolin liuos, stabiloitu 500 ml
Reagenssi 3 = 4: Varinpoistoliuos kumpikin 500 ml
Reagenssi 5: Safraniiniliuos 500 ml

Yksittdiset reagenssit

Varjayssarjan 1.11885.0001 sijasta voidaan kayttaa seuraavaa reagenssien
yhdistelmaa:

Luettelonro 1.09218 Gramin kristalliviolettiliuos 500 ml, 2,51
gramvarjdysmenetelmaan

Luettelonro 1.00567  Lugolin liuos stabiloitu PVP:11a 11,251
gramvarjdysmenetelmaan

Luettelonro 1.09261 Lugolin liuos (laimennettu 11,2,51
jodi-kaliumjodidiliuos)
gramvarjaysmenetelmaan

Luettelonro 1.10218 Gramin varinpoistoliuos 500 ml, 2,51
gramvarjdysmenetelmaan

Luettelonro 1.09217 Gramin safraniiniliuos 500 ml, 2,51

gramvarjdysmenetelmaan

Naytteiden valmistelu
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Naytteen saa ottaa vain pateva henkilokunta.

Levitd ndytemateriaali puhtaalle ja rasvattomalle objektilasille
naytesilmukalla. Sivele materiaali sen jalkeen joko suoraan objektilasille
tai sekoita ensin 1-2 pisaraan fysiologista keittosuolaliuosta (Ringerin
liuos). Anna kuivua ja kiinnité sen jéalkeen 1ammolla vetédmalla objektilasi
(sivelynaytteen puoli yl6s suunnattuna) bunsenpolttimen liekin yldaosan lapi
kolme kertaa. Anna sen jalkeen jaahtya ja varjaa se.

Ilmakuivat sivelyndytteet on kiinnitettava lammolla hyvin varovasti. Tama
ehkaisee tartuntojen riskia ja vahentaa naytemateriaalin hajoamista ja nain
ollen liuosten ja muiden objektilasien kontaminoitumista.

Kaikki ndytteet on kasiteltava viimeisimman kehityksen mukaisella
tekniikalla.

Kaikki naytteet on merkittava selkeasti.

Naytteiden ottamiseen ja niiden valmisteluun on kaytettdva sopivia
valineita. Noudata valmistajan antamia kayttdohjeita.

Kun kaytetadn vastaavia lisareagensseja, on noudatettava niiden vastaavia
ohjeita.

Reagenssien valmistelu

Varjaykseen kaytettavat Gram-Color-varjdyssarja gramvéarjdysmenetelmaan
-tuotteen reagenssit ovat kdyttdvalmiita. Liuosten laimentamista (lukuun
ottamatta reagenssia 1 kammiovarjdysta varten - ks. "Menetelma”-kohta)
ei tarvita.

Menetelma

Varjays varjayskammiossa

Reagenssin 1 (kristalliviolettiliuos) laimentamista tislatulla vedelld 1:3
suositellaan, jos kaytetdaan upotusmenetelmaa.

Objektilasit taytyy upottaa liuoksiin, ja niitd on liikuteltava ympéariinsa
liuoksissa. Pelkalla upotuksella ei saada riittavia varjaystuloksia.

Nesteiden on annettava valua kunnolla objektilaseista yksittaisten
varjdysvaiheiden jalkeen, jotta valtetdan liuosten tarpeeton
ristikontaminoituminen.

Ilmoitettuja aikoja on noudatettava optimaalisen varjdystuloksen
takaamiseksi.

Objektilasi, jolla on kiinnitetty sivelynayte

Reagenssi 1 (kristalliviolettiliuos) 1:30 min
Juokseva hanavesi 30 sekuntia
Reagenssi 2 (Lugolin liuos, stabiloitu)* 3 min
Juokseva hanavesi 20 sekuntia

Reagenssi 3 tai 4 (varinpoistoliuos)** 5-10 sekuntia

Juokseva hanavesi 30 sekuntia
Reagenssi 5 (safraniiniliuos) 1 min
Juokseva hanavesi 1 min

Anna kuivua (esim. yon ajan tai 50 °C:ssa lampokaapissa)

* Suodata reagenssi 2 (Lugolin liuos, stabiloitu) 3 ajon jalkeen
** Havita reagenssi 3 tai 4 (varinpoistoliuos) 5 ajon jalkeen

Varjays varjaystelineella

Objektilasi, jolla on kiinnitetty sivelynayte

Reagenssi 1 Peita nayte kokonaan ja 1 min

(kristalliviolettiliuos) anna reagoida

Reagenssi 2 (Lugolin liuos, Huuhtele lyhyesti

stabiloitu)

Reagenssi 2 (Lugolin liuos, Peitd nayte kokonaan ja 1 min

stabiloitu) anna reagoida

Tislattu vesi pese huolella 5 sekuntia

Reagenssi 3 tai 4 pyorittele objektilaseja 10-15

(varinpoistoliuos) varovasti, kunnes sekuntia
variainepilvia ei enaa
muodostu ja sivelynayte saa
harmaansinisen varin

Tislattu vesi pese huolella 5 sekuntia

Reagenssi 5 (safraniiniliuos) | Peita nayte kokonaan ja 1 min
anna reagoida

Tislattu vesi pese huolella 5 sekuntia

Anna kuivua (esim. yon ajan tai 50 °C:ssa lampdkaapissa)

Peittamista vedettomalla petausaineella (esim. NeoMount™ tai Entellan™) ja
peitinlasilla suositellaan bakteriologisten naytteiden sailyttdmiseksi useiden



kuukausien ajan. Varjatyt ndytteet on tata tarkoitusta varten kuivattava
erittdin hyvin.

Immersiodljyn kdyttamisté suositellaan varjattyjen objektilasien
analysointiin mikroskoopin yli 40-kertaisella suurennoksella.

Varjays automaattisessa varjayslaitteessa

Varjdys automaattisissa varjaysjarjestelmissa voidaan tehda
varjayskammiossa varjaamisen menettelyohjeen mukaisesti.

Tulos

Grampositiiviset mikro-organismit Sinivioletti

Gramnegatiiviset mikro-organismit Vaaleanpunainen tai

punainen

Vianmadaritys
Sivelynaytteiden kiinnitys
Riittdva kuumakiinnityksen maara bunsenpolttimella tai ldmpdkaapissa on

olennaisen tarkeaa naytteiden tartuntakyvyn ja bakteerien lisaantymisen
estamiseksi.

Grampositiiviset bakteerit eivat varjaydy

Gramvarjdysmenetelman kriittisen tarkea vaihe on varinpoistovaihe, johon
sivelynaytteen paksuus voi vaikuttaa. Lisaksi tuore varinpoistoliuos on
erittdin reaktiivista, mika tarkoittaa, etta tulosta on arvioitava varovasti.
Varinpoistovaiheen aikana kayttajan on noudatettava menettelyohjeessa
kuvattuja inkubaatioaikoja, silla muutoin seurauksena voi olla vaaria
negatiivisia tuloksia.

Teknisia huomautuksia

Kaytettdvan mikroskoopin on taytettdva kaikki ladketieteellisen
diagnostisen laboratorion mukaiset vaatimukset.

Kun kaytetaan automaattisia varjdysjarjestelmia, noudata jarjestelman ja
ohjelmiston toimittajan laatimia kdyttdohjeita.

Poista liiallinen immersio6ljy ennen néytteen arkistointia.

Analyyttisen suorituskyvyn ominaisuudet

Gram-Color-varjdyssarja varjaa biologisia rakenteita ja saa ne siten
nakyviin taman kayttdohjeen "Tulos”-kohdassa kuvatulla tavalla. Tuotetta
saavat kayttda vain hyvaksytyt ja patevat henkilot. Tama kasittaa

mm. ndytteen ja reagenssien valmistelun, ndytteen kasittelyn, sopivia
kontrollindytteita koskevat paatdkset jne.

Tuotteen analyyttinen suorituskyky varmistetaan testaamalla jokainen
tuotantoera.

Seuraavien varjaysten analyyttisen suorituskyvyn on vahvistettu olevan
100 % tuotteen spesifisyyden, herkkyyden ja toistettavuuden osalta:

Maaritysten | Maaritysten | Maarityksen | Maarityksen
vélinen vélinen sisdinen sisdinen
spesifisyys herkkyys spesifisyys herkkyys

Gramvarjays

Grampositiiviset | 16/16 16/16 6/6 6/6
mikro-organismit

Gramnegatiiviset | 16/16 16/16 6/6 6/6

mikro-organismit

Analyyttisen suorituskyvyn tulokset

Maéritysten sisdiset (tehty samalla erdlld) ja maaritysten valiset (tehty
eri erilld) tiedot kertovat oikein varjdytyneiden rakenteiden lukumaaran
suhteessa tehtyjen maaritysten lukumaaraan.

Kliiniset suorituskykyominaisuudet
Gram-Color-varjayssarjaa on kaytetty menestyksekkaasti kliinisessa

ymparistdssa vuosikymmenien ajan suuressa maarassa kayttdsovellutuksia.

Gram-Color-varjayssarjan kliininen suorituskyky maaritettiin erityisesti
osoittamalla sen herkkyys ja spesifisyys sisdisessa tutkimuksessa:
Grampositiiviset mikro-organismit

Gramvarjays
Herkkyys 14/15
Spesifisyys 15/15

Herkkyys: 14 naytetta 15:sta: 93,3 %
Spesifisyys: 15 naytettd 15:sta: 100 %

Gramnegatiiviset mikro-organismit

Gramvarjays
Herkkyys 15/15
Spesifisyys 15/15

Herkkyys: 15 naytetta 15:sta: 100 %
Spesifisyys: 15 naytettd 15:std: 100 %

Taman suorituskykyarvioinnin tulokset vahvistavat, etta tuote soveltuu
tarkoitettuun kayttdéon ja toimii luotettavasti.

Varjaystulosten diagnostinen tulkinta kuuluu kuitenkin péteville ja
hyvaksytyille ammattilaisille, ja siind on otettava huomioon potilaan
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esitiedot, solujen morfologia, asianmukaisten kontrollien kdyttd sekd muut
diagnostiset testit taman soveltuessa. Tatéd menetelmaa voidaan kayttaa
taydentdavana menetelmana ihmisten diagnostiikassa.

Diagnostiikka

Diagnooseja saa tehda vain hyvaksytty ja pateva henkilékunta.
Voimassa olevaa nimistda on kaytettava.

Tatd menetelmda voidaan kayttda tdydentdvana menetelméana ihmisten
diagnostiikassa.

Lisatestit on valittava ja toteutettava tunnustettujen menetelmien
mukaisesti.

Kullakin kayttdkerralla on kaytettava sopivia kontrolleja virheellisen
tuloksen valttémiseksi.

Varjdyssarjan kontrolleina voidaan kayttéda grampositiivisia bakteereja ja
gramnegatiivisia bakteereja.

Tassa on kaytettava bakteereja, jotka on otettu ravintoliuoksesta 18-
24 tunnin inkuboinnin jalkeen.

Sailytys

Sdilytd Gram-Color-varjdyssarja gramvarjdysmenetelmdéan -tuote
+15...+25 °C:ssa.

Alle 15 °C:n Iampétiloissa varjdysliuoksista voi laskeutua vérillista sakkaa.
Jos sakkautumista on tapahtunut, aseta pullo 2-3 tunniksi noin 60 °C:seen
asetettuun vesihauteeseen. Tédma liuottaa uudelleen suurimman osan
sakasta. Suodata téman jdlkeen varjaysliuokset paperisuodattimen Iapi.

Varastointiaika

Gram-Color-varjdyssarja gramvarjdysmenetelmaan -tuotetta voidaan
kayttaa ilmoitettuun viimeiseen kayttopaivaan saakka.

Ensimmaisen avaamisen jalkeen pullon sisaltda voidaan kayttaa
ilmoitettuun viimeiseen kayttépaivaan saakka, kun tuotetta sailytetdan
+15...+25 °C:ssa.

Pullot on aina pidettava tiukasti suljettuina.

Kapasiteetti
Pakkaus riittda enintaan 250 kayttokertaan.

Muita ohjeita

Vain ammattilaisten kayttéon.

Virheiden valttamiseksi vain pateva henkilokunta saa kdyttaa tuotetta.
Kansallisia ty6turvallisuus- ja laadunvalvontaohjeita on noudatettava.
Kaytdssa olevissa mikroskoopeissa on oltava vakiovaatimusten mukaiset
varusteet.

Tarvittaessa on kaytettava ladketieteelliseen diagnostiseen laboratorioon
soveltuvaa vakiotyyppistéd sentrifugia.

Suojaaminen tartuntaa vastaan

Tartunnalta suojaamiseen on kaytettava tehokkaita torjuntatoimia
laboratorion ohjeiden mukaisesti.

Havittamisohjeet

Pakkaus on havitettdva voimassa olevien havittamisohjeiden mukaisesti.
Kaytetyt liuokset ja varastointiajan ohittaneet liuokset on hévitettava
erityisjatteena paikallisten ohjeiden mukaisesti. Havitysté koskevat tiedot
voi saada verkkosivuston www.microscopy-products.com pikalinkista
"Hints for Disposal of Microscopy Products” (Ohjeita mikroskopiatuotteiden
havittamiseen). EU:n alueella patee voimassa oleva sovellettava ASETUS
(EY) N:o 1272/2008, aineiden ja seosten luokituksesta, merkinndista ja
pakkaamisesta seka direktiivien 67/548/ETY ja 1999/45/EY muuttamisesta
ja kumoamisesta ja asetuksen (EY) N:o 1907/2006 muuttamisesta.

Lisdareagenssit
Luettelonro 1.00567  Lugolin liuos stabiloitu PVP:lla 11,251
gramvarjdysmenetelmaan

Luettelonro 1.04699 Immersiodljy 100 ml:n
mikroskopiaan tippapullo,
100 ml, 500 ml

Luettelonro 1.07961 Entellan™ uusi pikapetausaine 100 ml, 500 ml,
mikroskopiaan 11

Luettelonro 1.09016 Neo-Mount™ vedetdn petausaine 100 ml:n

mikroskopiaan tippapullo,
500 ml
Luettelonro 1.09217  Gramin safraniiniliuos 500 ml, 2,5 |
gramvarjdysmenetelmaan
Luettelonro 1.09218 Gramin kristalliviolettiliuos 500 ml, 2,51

gramvarjdysmenetelmaan

Luettelonro 1.09261  Lugolin liuos (laimennettu 11,251
jodi-kaliumjodidiliuos)
gramvarjaysmenetelmaan

Luettelonro 1.10218 Gramin varinpoistoliuos
gramvarjdysmenetelmaan

500 ml, 2,51

Vaaraluokitus
Luettelonro 1.11885.0001

Huomioi etikettiin painettu vaaraluokitus ja kdyttoturvallisuustiedotteessa
annetut tiedot.
Kayttoturvallisuustiedote on saatavilla verkkosivustolla ja pyynnosta.



Tuotteiden tarkeimmat ainesosat
Luettelonro 1.11885.0001
Reagenssi nro 1 tai luettelonro 1.09218

C.I. 42555 10 g/I
C¢HsOH 4 g/l
11=0,99 kg

Reagenssi nro 2 tai luettelonro 1.00567

PVP-jodi 50 g/I
KI 10 g/l
11=1,02kg

Luettelonro 1.09261

I 3,4 9/l
Kl 6,8 g/l
11=1,01kg

Reagenssi nro 3/4 tai luettelonro 1.10218
C,H,O 634 g/l
C;H,O 159 g/I
11=0,79 kg

Reagenssi nro 5 tai luettelonro 1.09217

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

Yleinen huomautus

Jos téman laitteen kaytdn aikana tai sen seurauksena ilmenee vakava
vaaratilanne, ilmoita siita valmistajalle ja/tai sen valtuutetulle edustajalle
seka kansalliselle viranomaiselle.

Kirjallisuus
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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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GroB, Thieme 2009, 2. Auflage

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

H225: Helposti syttyva neste ja hoyry.

H318: Vaurioittaa vakavasti silmia.

H336: Saattaa aiheuttaa uneliaisuutta ja huimausta.

H412: Haitallista vesielidille, pitkaaikaisia haittavaikutuksia.

P210: Suojaa lammalta, kuumilta pinnoilta, kipindilta, avotulelta ja muilta
sytytyslahteiltd. Tupakointi kielletty.

P233: Sailyta tiiviisti suljettuna.
P240: Maadoita ja yhdista sailio ja vastaanottavat laitteet.
P273: Valtettava paastamista ymparistoon.

P280: Kayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/
kasvonsuojainta.

P305 + P351 + P338: JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo
huolellisesti vedella usean minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi
tehdéa helposti. Jatka huuhtomista.

Reagenssi 1:
H226: Syttyva neste ja hoyry.
H412: Haitallista vesielidille, pitkdaikaisia haittavaikutuksia.

Reagenssi 2:
H318: Vaurioittaa vakavasti silmia.
H412: Haitallista vesielidille, pitkaaikaisia haittavaikutuksia.

Reagenssi 3/4:

H225: Helposti syttyva neste ja hoyry.

H319: Arsyttdd voimakkaasti silmia.

H336: Saattaa aiheuttaa uneliaisuutta ja huimausta.

Reagenssi 5:
H226: Syttyva neste ja hoyry.

Merck-yhtion biotieteisiin perustuva liiketoiminta toimii Yhdy lloi jakK d nimella

MilliporeSigma.

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Saksa, ja/tai sen tytaryhtiot. Kaikki oikeudet pidatetaan. Merck ja
Sigma-Aldrich ovat Merck KGaA -yhtion, Darmstadt, Saksa, tavaramerkkeja. Kaikki muut tavaramerkit ovat
haltijoidensa omaisuutta. Yksityiskohtaiset tavaramerkkitiedot ovat saatavilla julkisista lahteista.

FI

Versiohistoria
Versio Muutoksen kommentti
2024-Jul-24 Versiohistorian lisddmisen ensimmainen versio

2024-Jul-24 V.2 | Lisatty serbian- ja suomenkielinen kaannds

[1i] ol REF| [LoT

Perehdy Valmistaja

kayttoohjeisiin
e
/]

Luettelonumero Erakoodi

Huomio, perehdy Viimeinen Lampétilarajoitus
liitettyihin asiakirjoihin kayttopaiva
VVVV-KK-PP

Status: 2024-Jul-24 V.2

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Saksa
Puh. +49(0)6151 72-2440
www.sigmaaldrich.com

MERRCK



	EN
	DE
	FR
	ES
	IT
	EL
	SV
	CZ
	RO
	DA
	HR
	PL
	PT
	BG
	HU
	LT
	LV
	NO
	SK
	TR
	SR
	FI

