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1. INTENDED USE

A reagent/set of reagents used in a technique for the differentiation of Gram-
negative and Gram-positive microorganisms.

The device is for professional use only and is not intended for self-testing

2. SUMMARY AND EXPLANATION

The Gram stain method was developed in 1884 by the Danish bacteriologist,
Christian Gram to differentiate bacterial cells from infected tissue." Later it was
discovered that the bacterial cell wall composition was the key to the Gram stain
and would differentiate bacteria into two groups based on cell color after staining.
Since that time there have been many modifications of the original technique.?®

3. PRINCIPLE

The primary stain is crystal violet, a basic dye taken up by all bacteria due to
its ability to rapidly permeate the cell wall. It stains the protoplast of bacteria
purple. The potassium-iodine mixture is the mordant which complexes with the
primary stain in the cell. In gram-positive cells, the crystal violet-iodine complex is
trapped in the cell due to a decrease in cell wall permeability caused by alcohol
dehydration. Gram-positive cells are stained purple. In gram-negative cells, the
complex is removed by the decolorizer due to an increase in permeability caused
by solubility of the lipids in alcohol. The counterstain used must be a contrasting
color to the primary stain and, in this case, it is safranin which stains gram-
negative cells red.

4. REAGENTS

Potassium lodide (CAS 7681-11-0) .....ccoiuiiiiiiiieiiieiie e 6.69
10diNE (CAS 7553-56-2)......cceeiueiieeiieeiieie ettt 3.39g
Demineralized Water (CAS 7732-18-5) .....ccueiiiiiiiiiiiiiiesieesie e 990.0 ml

5. PRECAUTIONS

This product is for in vitro diagnostic use and should be used by properly trained
individuals. Precautions should be taken against the dangers of microbiological
hazards by properly sterilizing specimens, containers, and media after use.
Directions should be read and followed carefully. Refer to Safety Data Sheet for
additional information.

Any serious incident that has occurred in relation to the device shall be reported
to the manufacturer and the relevant regulatory authority in which the user and/
or the patient is established.

6. STORAGE
Store product in its original container at 20-25°C until used.

7. PRODUCT DETERIORATION

This product should not be used if (1) the color has changed from yellow-red,
(2) the expiration date has passed, or (3) there are other signs of deterioration.

8. SPECIMEN COLLECTION, STORAGE, AND TRANSPORT
Specimens should be collected and handled following recommended guidelines.*5

9. MATERIALS REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

10.4 Flood with Gram Decolorizer until the solvent flows colorless from the slide
(10-30 seconds).

10.5 Rinse with water and overlay with Gram Safranin for 30 seconds.
10.6 Rinse with water and allow to air-dry.

11.  INTERPRETATION
Gram-positive organisms stain purple.
Gram-negative organisms stain red.

12.  QUALITY CONTROL

All lot numbers of Gram lodine have been tested and found to yield acceptable
stain results as listed in the Interpretation section. Positive and negative control
slides should be tested prior to use of new lot numbers of stains and decolorizing
reagent and at least weekly thereafter. If aberrant quality control results are noted,
patient results should not be reported.

13. LIMITATIONS

13.1 Test positive and negative controls with each new lot number of stains and
weekly thereafter to verify reagent efficacy and ensure the decolorization
procedure is performed correctly.®

13.2 To obtain the most reliable results, remove clinical specimen isolates from
an 18-24 hour culture growing on nonselective medium.®

13.3 Do not overheat smears when fixing slides. Excessive heating will cause
atypical staining.%®

13.4 Gram-positive organisms contained in a specimen may appear gram-
negative if the patient is on antimicrobial therapy.®

13.5 Precipitated crystal violet can appear as coccoid shapes or fungal elements,
as well as other artifacts or background material.®
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15.  SYMBOL LEGEND

Catalogue Number

In Vitro Diagnostic Medical Device

Consult Instructions for Use (IFU)

Temperature Limitations (Storage temp.)

Contains sufficient for <N> tests

Do not use if package is damaged

Batch Code (Lot Number)

Use By (Expiration Date)

Keep away from sunlight

Unique Device Indicator

(1) Loop sterilization device, (2) Inoculating loop, swabs, collection containers,
(3) Incubators, alternative environmental systems, (4) Supplemental media, (5)
Quality control organisms, (6) Gram Crystal Violet (R40052), (7) Gram Decolorizer
(R40054), (8) Gram Safranin (R40058), (9) Glass slides, (10) Bunsen burner or
slide warmer, (11) Microscope, immersion oil, (12) Staining rack, (13) Methanol
(optional).

10. PROCEDURE

Add Gram lodine concentrate to diluent. To each 250 ml bottle of diluent, add
one 2.5 ml tube of concentrate. To each gallon of diluent, add one 40 ml tube of
concentrate. Mix well. Use Gram lodine within 3 months after reconstitution.

10.1 Make a thin smear of the material for study on a glass slide. Allow the
slide to air-dry completely or use a slide warmer. Fix the slide by passing
3 or 4 times through the flame of a Bunsen burner or flood the smear with
methanol and allow it to evaporate.

10.2 Place the slide on a staining rack and overlay with Gram Crystal Violet for
1 minute.

10.3 Wash thoroughly with water and overlay with Gram lodine mordant for 1
minute.

Authorized representative in the European Community

UK Conformity Assessed

European Conformity Assessment

Manufacturer

12076 Santa Fe Trail Drive

Lenexa, KS 66215, USA
www.thermofisher.com/microbiology

(800) 255-6730 International: (913) 888-0939
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REF R40057, jod po Gramu
REF R40077, jod po Gramu
1. NAMJENA

Reagens/skup reagensa koji se koristi u tehnici za diferencijaciju Gram-negativnih
i Gram-pozitivnih mikroorganizama.

Uredaj je samo za profesionalnu uporabu i nije namijenjen za samotestiranje.

2. SAZETAK | OBJASNJENJE

Metodu bojenja po Gramu razvio je 1884. danski bakteriolog Christian Gram za
razlikovanje bakterijskih stanica od zarazenog tkiva.! Kasnije je otkriveno da je sastav
bakterijske stani¢ne stijenke bio klju¢ za bojenje po Gramu i da bi razlikovao bakterije
u dvije skupine na temelju boje stanica nakon bojenja. Od tog vremena bilo je mnogo
modifikacija izvorne tehnike.??

3. NACELO

Primarna boja je kristalno ljubi€asta, osnovna boja koju preuzimaju sve bakterije zbog
sposobnosti da brzo prodire kroz stani¢nu stijenku. Ona boji protoplast bakterije ljubi¢asto.
Mjesavina kalija i joda je sredstvo za nagrizanje koje stvara kompleks s primarnom bojom
u stanici. U Gram-pozitivnim stanicama kompleks kristalno ljubi¢astog-joda zarobljen
je u stanici zbog smanjenja propusnosti stani¢ne stijenke uzrokovane dehidracijom
alkohola. Gram-pozitivne stanice obojene su ljubi¢asto. U Gram-negativnim stanicama,
dekolorizator uklanja kompleks zbog povecéanja propusnosti uzrokovane topljivo$éu lipida
u alkoholu. Koristena protuboja mora biti kontrastne boje u odnosu na primarnu boju i,
u ovom sluéaju, safranin je taj boji Gram-negativne stanice u crveno.

4. REAGENSI

Kalijev jodid (CAS 7681-11-0).....cueiiiriiieiieieieeieeeeieseeee et 6,69
JOA (CAS 7553-56-2).....cueeeiietiieeeiteitet ettt ettt b e 3,39
Demineralizirana voda (CAS 7732-18-5).......cciiiiiieiiieee et 990,0 ml

5. MJERE OPREZA

10.5 Isprati vodom i premazati Safraninom po Gramu tijekom 30 sekundi.
10.6 Isperite vodom i ostavite da se osusi na zraku.

11.  TUMACENJE
Gram-pozitivni organizmi boje se ljubi¢asto.

Gram-negativni organizmi boje se crveno.

12. KONTROLA KVALITETE

Svi brojevi serija joda po Gramu su testirani i utvrdeno je da daju prihvatljive rezultate
bojenja kao Sto je navedeno u odjeliku Tumacenje. Pozitivna i negativha kontrolna
predmetna stakalca treba testirati prije uporabe novih brojeva boja i reagensa za
dekolorizaciju, a nakon toga najmanje jednom tjedno. Ako se zabiljeze nepravilni rezultati
kontrole kvalitete, ne bi se trebali prijaviti rezultati bolesnika.

13.  OGRANICENJA

13.1 Testirajte pozitivne i negativne kontrole sa svakom novom serijom boja i nakon toga
jednom tjedno kako biste provijerili u€inkovitost reagensa i osigurali da je postupak
dekolorizacije pravilno izveden.®

13.2 Kako biste dobili najpouzdanije rezultate, uklonite izolate klinickih uzoraka iz
18-24-satne kulture koja raste na neselektivnom mediju.®

13.3 Nemojte pregrijavati razmaze prilikom fiksiranja predmetnih stakalca. Pretjerano
zagrijavanje uzrokovat ¢e netipi¢ne mrlje.5¢

13.4  Gram-pozitivni organizmi sadrzani u uzorku mogu izgledati kao Gram-negativni
ako je pacijent na antimikrobnoj terapiji.®

13.5 Precipitirana kristalno ljubi¢asta boja mozZe se pojaviti kao kokoidni oblici ili gljiviéni
elementi, kao i drugi artefakti ili pozadinski materijal.®
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15.  KAZALO SIMBOLA

w2

Ovaj proizvod sluzi za in vitro dijagnostiCku uporabu i trebaju ga koristiti odgovarajuce
obucene osobe. Potrebno je poduzeti mjere opreza po pitanju opasnosti od mikrobiolo$kih
rizika ispravnom sterilizacijom uzoraka, spremnika i medija nakon uporabe. Potrebno je
procitati upute i paZljivo ih se pridrzavati. Dodatne informacije potrazite u sigurnosno-
tehnickom listu.

Svaki ozbiljan Stetni dogadaj do kojeg je doslo vezano uz proizvod treba prijaviti proizvodacu
i relevantnom regulatornom tijelu drzave u kojoj se korisnik i/ili bolesnik nalazi.

6. SKLADISTENJE
Cuvaijte proizvod u njegovom izvornom pakiranju na 20 — 25 ° C do uporabe.
7. SLABLJENJE KVALITETE PROIZVODA

Ovaj se proizvod ne smije koristiti ako (1) se boja promijenila iz ljubi¢aste u neku drugu,
(2) je istekao rok valjanosti ili (3) postoje drugi znakovi kvarenja.

8. PRIKUPLJANJE, CUVANJE | PRIJEVOZ UZORAKA
Uzorke treba prikupiti i s njima postupati pridrzavajuci se preporuc¢enih smjernica.*®
9. POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU ISPORUCENI

(1) Uredaj za sterilizaciju s petljom, (2) Petlja za inokulaciju, brisevi, spremnici za
prikupljanje, (3) Inkubatori, alternativni okoli$ni sustavi, (4) Dodatni mediji, (5) Organizmi
za kontrolu kvalitete, (6) Gram Crystal Violet (R40052), (7) Dekolorizator po Gramu
(R40054), (8) Safranin po Gramu (R40058), (9) Predmetna stakla, (10) Bunsenov
plamenik ili grija¢ za predmetna stakalca, (11) Mikroskop, ulje za uranjanje, (12) Stalak za
bojenje, (13) Metanol (neobavezno).

10.  POSTUPAK

Dodajte koncentrat joda po Gramu u razrjediva¢. U svaku bocicu razrjedivac¢a od 250 ml

dodajte jednu tubu koncentrata od 2,5 ml. Svakom galonu razrjedivaca dodajte jednu tubu

koncentrata od 40 ml. Dobro promijeSajte. Upotrijebite jod po Gramu unutar 3 mjeseca
nakon rekonstitucije.

10.1  Na predmetnom stakalcu napravite tanak razmaz materijala za prou€avanje.
Ostavite predmetno stakalce da se potpuno osusi na zraku ili upotrijebite grijac¢
za predmetno stakalce. Fiksirajte predmetno stakalce prolaze¢i 3 ili 4 puta kroz
plamen Bunsenovog plamenika ili prelijte razmaz metanolom i ostavite da ispari.

10.2 Stavite stakalce na stalak za bojenje i prekrijte bojom Gram Crystal Violet na
1 minutu.

10.3 Temeljito operite vodom i prelijte sredstvom za nagrizanje joda po Gramu 1 minutu.

10.4 Prelijte s Gram dekolorizatorom dok bezbojno otapalo ne pote¢e s predmetnog
stakalca (10-30 sekundi).

Kataloski broj

In vitro dijagnosticki medicinski proizvod

Proucite upute za uporabu (IFU)

Ogranicenja temperature (temp. skladistenja)

Sadrzi dovoljno za <N> testova

Ne upotrebljavati ako je pakiranje osteceno

Broj serije (serijski broj)

Rok valjanosti

= Elol- =[5

N

Cuvati podalje od sunceve svjetlosti

\/
>

Jedinstvena identifikacija uredaja

Ovlasteni zastupnik u Europskoj zajednici

Ocjenjivanje sukladnosti u Ujedinjenoj Kraljevini

Europska ocjena sukladnosti

Proizvodac

12076 Santa Fe Trail Drive

Lenexa, KS 66215, SAD
www.thermofisher.com/microbiology

(800) 255-6730 Medunarodni: (913) 888-0939

Za tehnicke informacije obratite se svom lokalnom distributeru.
CAS (Registracijski broj u Bazi podataka kemijskih tvari, eng. CAS)
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1. ZAMYSLENE POUZITI

Reagencie / sada reagencii pouzivana v technice na diferenciaci gramnega-
tivnich a grampozitivnich mikroorganismda.

Prostiedek je uréen pouze pro profesionalni pouziti a neni uréen pro vlastni testovani.

2.  SHRNUTI A VYSVETLENI

Metodu Gramova barveni vyvinul v roce 1884 dansky bakteriolog Christian Gram
k diferenciaci bakterialnich bunék od infikované tkané.! Pozdgji bylo zjisténo,
Ze klicem ke Gramovu barveni je sloZeni bakterialni bunécné stény, ktera po
obarveni umozni diferencovat bakterie do dvou skupin na zakladé barvy bunék.
Od té doby doslo k mnoha modifikacim pudvodni techniky.??

3. PRINCIP

Zakladnim barvivem je krystalova violet, zakladni barvivo, které je diky své
schopnosti rychle prostupovat bunécnou sténou pfijimano vSemi bakteriemi.
Barvi protoplast bakterii na fialovo. Smés drasliku a jédu je mofidlo, které v burice
vytvari komplexy s primarnim barvivem. U grampozitivnich bunék je komplex
krystalové violeti ajodu zachycen v burice v disledku sniZzeni propustnosti
bunécné stény zpusobené dehydrataci alkoholem. Grampozitivni buriky se
barvi fialové. U gramnegativnich bunék je komplex odstranén odbarvovacem
v dusledku zvyseni propustnosti zpusobené rozpustnosti lipid( v alkoholu.
PouzZité kontrastni barvivo musi mit kontrastni barvu k zakladnimu barvivu
a v tomto pripadé se jedna o safranin, ktery barvi gramnegativni buriky ervené.

4. REAGENCIE

Jodiddraselny (CAS7681-11-0)......couiiiiiiiieiieiieeee e 6,69
JOA (CAS 7553-56-2).....ueeeutieiieieiee ettt 3,3¢g
Demineralizovanavoda(CAS7732-18-5).......ccciiiiiiiiiiiiiiieieeieieeeeee 990,0 ml

5. BEZPECNOSTNI OPATRENI

Tento produkt je ur€en pro diagnostické pouziti in vitro a mél by byt pouzivan
fadné vyskolenymi osobami. Je tfeba pfijmout opatfeni proti nebezpedi
mikrobiologickych rizik fadnou sterilizaci vzork(i, nadob a médii po pouziti.
Prostudujte si navod apfesné ho dodrzujte. Dalsi informace naleznete
v bezpec€nostnim listu.

Kazda zavazna udalost, ke které doSlo v souvislosti s prostfedkem, se musi
nahlasit vyrobci a pfisluSnému spravnimu organu, pod ktery uzivatel a/nebo
pacient spada.

6. SKLADOVANI
Produkt az do jeho pouziti skladujte v ptvodnim obalu pfi teploté 20-25°C.
7. POKLES KVALITY VYROBKU

10.5 Oplachnéte vodou a na dobu 30 sekund pretfete Gramovym safraninem.
10.6 Oplachnéte vodou a nechte vyschnout na vzduchu.

11.  INTERPRETACE
Grampozitivni organismy se barvi na fialovo.

Gramnegativni organismy se barvi na ¢erveno.

12. KONTROLA KVALITY

VSechna Cisla Sarzi Gramova jodu byla testovana a bylo zjiSténo, ze poskytuji
pfijatelné vysledky barveni, jak je uvedeno v Casti Interpretace. Pozitivni
a negativni kontrolni sklicka by méla byt testovana pred pouzitim novych Cisel
Sarzi barviv a odbarvovaci reagencie a poté alespor jednou tydné. Jsou-li
zaznamenany odchylné vysledky kontroly kvality, vysledky pacientl nelze pouzit.

13.  OMEZENI

13.1 Testujte pozitivni a negativni kontroly s kazdym novym &islem Sarze barviv
a poté kazdy tyden, abyste ovéfili u€innost reagencie a zajistili spravné
provedeni odbarvovaciho postupu.’

13.2 Chcete-li ziskat co nejspolehlivéjsi vysledky, odebirejte izolaty z klinickych
vzorkd z 18-24 hodinové kultury rostouci na neselektivnim médiu.®

13.3 P¥i fixaci sklicek natéry neprehfivejte. Nadmérné zahfivani zpusobi
atypické zbarveni.®¢

13.4 Grampozitivni organismy obsazené ve vzorku se mohou jevit jako
gramnegativni, podstupuje-li pacient antimikrobialni 1é¢bu.®

13.5 Vysrazena krystalova violet se muze jevit v podobé kokovitych utvaru
¢i plisfovych elementt, stejné jako jinych artefaktd nebo podkladového
materialu.®
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LEGENDA SYMBOLU
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Katalogové ¢islo

Diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro

Prectéte si navod k pouZiti (IFU)

Omezeni teploty (skladovaci teplota)

Obsahuje dostatecné mnozstvi pro <N> test(.

Nepouzivejte, pokud je obal poskozen

Kéd davky (Cislo Sarze)

Spotfebujte do data (doba pouZitelnosti)

v Elef-(-[5]E

N

Tento produkt by se nevr_nél pou_iivat, pokud_(1 ) se zmén!la barvavze 2Iutpéervené, Z& Chraite pred slune&nim zéfenim

(2) uplynula doba pouzitelnosti nebo (3) existuji jiné znamky poskozeni. s

8. ODBER, SKLADOVANi A PREPRAVA VZORKU Jedineny indikator prostfedku

Vzorky je tfeba odebirat a zachazet s nimi podle doporugenych pokyna.+s Autorizovany zastupce v Evropském spolegenstvi

9. POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY

(1) Smyckové sterilizacni zafizeni, (2) inokulacni klicka, tampony, sbérné
nadoby, (3) inkubatory, alternativni environmentalni systémy, (4) doplikova
média, (5) organizmy kontroly kvality, (6) Gramova krystalova violet (R40052),
(7) GramUv odbarvova¢ (R40054), (8) Gramuv safranin (R40058), (9) podlozni
sklicka, (10) Bunsenuv hofak nebo ohfivac sklicek, (11) mikroskop, imerzni olej,
(12) stojan na barveni, (13) methanol (volitelny).

10. POSTUP

Do fedidla pfidejte koncentrat Gramova jédu. Na kazdou 250m| lahev fedidla

pfidejte jednu 2,5ml zkumavku koncentratu. Na kazdych gallon fedidla pfidejte

ednu 40ml zkumavku koncentratu. Dobfe promichejte. GramGv jéd pouZijte do
meésicu po rekonstituci.

10.1 Na podloznim sklicku vytvoite tenky natér zkoumaného materialu. Nechte
sklicko zcela vyschnout na vzduchu nebo pouzijte ohfivac sklicek. Sklicko
zafixujte tak, ze jej 3krat nebo 4krat projedete plamenem Bunsenova
horaku, nebo natér zalijte methanolem a nechte jej odpafrit.

10.2 Umistéte sklicko na stojan na barveni ana dobu 1 minuty pfetfete
Gramovou krystalovou violeti.

10.3 Dukladné omyjte vodou a na dobu 1 minuty pretiete mofidlem GramUv jod.

10.4 Zalévejte Gramovym odbarvovaéem, dokud rozpoustédio vytékajici
z podlozniho sklicka neni bezbarvé (10-30 sekund).

Posouzeni shody ve Spojeném kralovstvi

Evropské posuzovani shody

M|nc
M|DA

E

Vyrobce

12076 Santa Fe Trail Drive
Lenexa, KS 66215, USA

www.thermofisher.com/microbiology
(800) 255-6730 Mezinarodni: (913) 888-0939

Potfebujete-li technickou pomoc, obratte se na mistniho distributora.
CAS (registracni ¢islo sluzby chemickych abstraktu)

Vyrobeno pro spolecnost Remel Inc.
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1. TILSIGTET BRUG

Et reagens/reagenssaet, der anvendes i en teknik til differentiering af gramnega-
tive og grampositive mikroorganismer.

Anordningen er kun til professionel brug og er ikke beregnet til selvtestning.

2. RESUME OG FORKLARING

Gramfarvningsmetoden blev udviklet i 1884 af den danske bakteriolog Christian
Gram for at differentiere bakterieceller fra inficeret vaev.! Senere blev det opdaget,
at sammensaetningen af den bakterielle cellevaeg var ngglen til Gram-farvningen
og ville differentiere bakterier i to grupper ud fra cellefarve efter farvningen. Siden
da har der veeret mange eendringer af den oprindelige teknik.??

3. PRINCIP

Den primeere farve er krystalviolet, et basisfarvestof, der optages af alle bakterier
pga. dets evne til hurtigt at treenge gennem cellevaeggen. Den farver protoplasten
i bakterier lilla. Kalium-jod-blandingen er bejdsemidlet, som danner kompleks med
den primeere farve i cellen. | grampositive celler er krystalviolet-jod-komplekset
fanget i cellen pga. et fald i celleveegspermeabilitet forarsaget af alkoholdehydrering.
Grampositive celler farves lilla. | gramnegative celler fiernes komplekset af
affarvningsmidlet pga. en stigning i permeabiliteten forarsaget af oplaseligheden af
lipiderne i alkohol. Den anvendte modfarve skal have en kontrastfarve i forhold til den
primeere farve, og i dette tilfaelde er det safranin, der farver gramnegative celler rade.

4. REAGENSER

Potassium lodide (CAS 7681-11-0).....cceiuiiiiiiiieiiiie et 6,69
10dINE (CAS 7553-56-2).....cutiueiiiiiiieitieieeiteeeee st 3,39
Demineraliseret vand (CAS 7732-18-5)......ccccciiiiiiiiiiiiiiiiee e 990,0 ml

5. FORHOLDSREGLER

11. FORTOLKNING
Grampositive organismer farves lilla.

Gramnegative organismer farves rgde.

12.  KVALITETSKONTROL

Alle lotnumre af Gram lodine er blevet testet og fundet at give acceptable
farveresultater som angivet i afsnittet Fortolkning. Positive og negative
kontrolobjektglas skal testes fgr brug af nye farve-lotnumre og affarvningsreagens
og mindst én gang om ugen derefter. Hvis der konstateres atypiske
kvalitetskontrolresultater, bgr patientresultater ikke rapporteres.

13.  BEGRANSNINGER

13.1 Test positive og negative kontroller med hvert nyt farve-lotnummer
og ugentlig derefter for at verificere reagenseffektiviteten og sikre, at
affarvningsproceduren udferes korrekt.®

13.2 Forat opnade mest palidelige resultater skal du fierne kliniske pragveisolater
fra en 18-24 timers kultur, der vokser pa ikke-selektivt medium.5

13.3 Overopvarm ikke strygninger, nar objektglassene fastgeres. Overdreven
opvarmning vil forarsage atypisk farvning.>®

13.4 Grampositive organismer indeholdt i en prave kan virke gramnegative, hvis
patienten er i antimikrobiel behandling.®

13.5 Udfeeldet krystalviolet kan fremstd som kokkoide former eller
svampeelementer savel som andre artefakter eller baggrundsmateriale.®

14. LITTERATUR

1. Bartholomew, J.W. and T. Mittwer. 1952. Bacteriol. Rev. 16:1-29.

2. Mittwer, T., J.W. Bartholomew, and B.J. Kallman. 1950. Stain Technol.
25:169-179.

Bartholomew J.W. and T. Mittwer. 1951. Stain Technol. 26:231-240.

Forbes, B.A., D.F. Sahm, and A.S. Weissfeld. 2007. Bailey and Scott’s
Diagnostic Microbiology. 12th ed. Mosby Elsevier, St. Louis, MO

5. Garcia, L.S. 2010. Clinical Microbiology Procedures Handbook. 3rd ed.,
American Society for Microbiology, Washington, D.C.

6. Mangels, J.I., M.E. Cox, and L.H. Lindberg. 1984. Diagn. Microbiol. Infect.
Dis. 2:129-137.

15. SYMBOLFORKLARING

o

Katalognummer

Dette produkt er til in vitro-diagnostisk brug og skal anvendes af korrekt uddannede
personer. Ngdvendige forholdsregler skal treeffes mod mikrobiologiske farer ved
hjeelp af grundig sterilisering af prever, beholdere og medier efter brug. Serg for at
folge de geeldende retningslinjer. Se sikkerhedsdatabladet for yderligere oplysninger.

Alle alvorlige haendelser, der opstar i forbindelse med anordningen, skal
rapporteres til fremstilleren og den relevante myndighed, hvor brugeren og/eller
patienten er bosiddende.

6. OPBEVARING

In vitro-diagnostisk medicinsk udstyr

Se brugsanvisningen (IFU)

Temperaturbegraensninger (opbevaringstemp.)

Tilstraekkeligt indhold til <N> tests

Ma ikke bruges, hvis pakningen er beskadiget

Opbevar produktet i den medfelgende beholder ved 20-25 °C, indtil det skal bruges.
7. FORRINGELSE AF PRODUKTET

Dette produkt ma ikke anvendes, hvis (1) farven er aendret fra gul-red,
(2) udigbsdatoen er overskredet, eller (3) der er andre tegn pa nedbrydning.

8. PRGVEINDSAMLING, -OPBEVARING OG -TRANSPORT
Prgverne skal indsamles og handteres i henhold til de anbefalede retningslinjer.**

9. NGDVENDIGE MATERIALER, SOM IKKE MEDFGLGER

(1) Lokkesteriliseringsenhed, (2) Inokuleringslakke, podepinde,
opsamlingsbeholdere, (3) Inkubatorer, alternative miljgsystemer, (4) Supplerende
medier, (5) Kvalitetskontrolorganismer, (6) Gram Crystal Violet (R40052),
(7) Gram Decolorizer (R40054), (8) Gram Safranin (R40058), (9) Objektglas,
(10) Bunsenbreender eller objektglasvarmer, (11) Mikroskop, immersionsolie,
(12) Farvningsstativ, (13) Methanol (valgfrit).

10. FREMGANGSMADE

Tilseet Gram lodine-koncentrat til fortyndingsmidlet. For hver flaske med 250 ml
fortyndingsmiddel tilsaettes et glas med 2,5 ml koncentrat. For hver gallon (3,8 liter)
fortyndingsmiddel tilseettes et glas med 40 ml koncentrat. Bland godt. Brug Gram
lodine inden for 3 maneder efter rekonstituering.

10.1 Lav en tynd strygning af materialet til undersggelse pa et objekiglas. Lad
objektglasset lufttarre helt, eller brug en objektglasvarmer. Fastger objektglasset
ved at passere 3 eller 4 gange gennem flammen pa en bunsenbraender eller
oversvgmme strygningen med methanol og lade den fordampe.

10.2 Placer objektglasset pa et farvningsstativ, og overle&eg med Gram Crystal
Violet i 1 minut.

10.3 Vask grundigt med vand, og overlaeg med Gram lodine-bejdsemiddel i 1 minut.

10.4 Oversvem med Gram Decolorizer, indtil oplgsningsmidlet flyder farvelgst
fra objektglasset (10-30 sekunder).

10.5 Skyl med vand, og overlaeg med Gram Safranin i 30 sekunder.
10.6 Skyl med vand, og lad lufttarre.
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GRAM IODINE

REF R40056, 1008 A€ GraM........oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e 250 mi/flacon, EA
REF R40057, 10d€ d& Gram...........ccceuevueveevieereieeiessiese s 250 ml/flacon, 5/emballage
REF R40077, 10d€ A€ GFaM........c..voveeeceeeceeesee e seessss s es s ess s s Gallon

1. UTILISATION PREVUE

Réactif/fensemble de réactifs utilisé dans une technique de différenciation des micro-organismes
a gram négatif et a gram positif.

Ce produit est destiné a un usage professionnel uniquement et n'est pas destiné a I'autodiagnostic.

2. RESUME ET DESCRIPTION

La méthode de coloration de Gram a été mise au point en 1884 par le bactériologiste danois Christian
Gram pour différencier les cellules bactériennes des tissus infectés." Plus tard, on a découvert que
la composition de la paroi cellulaire bactérienne était la clé de la coloration de Gram et permettait
de différencier les bactéries en deux groupes selon la couleur des cellules apres coloration. Depuis
lors, de nombreuses modifications ont été apportées a la technique originale.?*

3. PRINCIPE

La coloration primaire est le cristal violet, un colorant basique absorbé par toutes les bactéries en
raison de sa capacité a traverser rapidement la paroi cellulaire. Il colore le protoplaste des bactéries
en violet. Le mélange potassium-iode est le mordant qui forme un complexe avec la coloration
primaire de la cellule. Dans les cellules & gram positif, le complexe cristal violet-iode est piégé
dans la cellule en raison d'une diminution de la perméabilité de la paroi cellulaire causée par la
déshydratation de I'alcool. Les cellules a gram positif sont colorées en violet. Dans les cellules
a gram négatif, le complexe est éliminé par le décolorant en raison d'une augmentation de la
perméabilité due a la solubilité des lipides dans I'alcool. La contre-coloration utilisée doit étre d'une
couleur contrastant avec la coloration primaire et, dans ce cas, c'est la safranine qui colore en rouge
les cellules a gram négatif.

4. REACTIFS

lodure de potassium (CAS 7681-11-0)........cciiiiiiiiiiiiei e 6,69
10d€ (CAS 7553-56-2)......cucuiiiiiiiiiteiet ettt 3,39
Eau déminéralisée (CAS 7732-18-5)......c.ccuiiiiiiiiiiiseseie ettt 990,0 ml

5. PRECAUTIONS

10.5 Rincer a l'eau et recouvrir de safranine de Gram pendant 30 secondes.

10.6  Rincer a l'eau et laisser sécher a l'air libre.

11.  INTERPRETATION

Les organismes a gram positif se colorent en violet.

Les organismes a gram négatif se colorent en rouge.

12.  CONTROLE QUALITE

Tous les numéros de lot de liode de Gram ont été testés et ont donné des résultats de coloration
acceptables, comme indiqué dans la section Interprétation. Les lames de contrdle positif et négatif
doivent étre testées avant l'utilisation de nouveaux numéros de lot de colorants et de réactif
décolorant et au moins une fois par semaine par la suite. Si des résultats aberrants de controle
qualité sont obtenus, les résultats du patient ne doivent pas étre signalés.

13.  LIMITES

13.1  Testez les contrdles positifs et négatifs avec chaque nouveau numéro de lot de colorants et
chaque semaine par la suite pour vérifier I'efficacité du réactif et s'assurer que la procédure
de décoloration est effectuée correctement.®

13.2  Pour obtenir les résultats les plus fiables, prélevez des isolats d'échantillons cliniques
a partir d'une culture de 18 a 24 heures sur un milieu non sélectif.®

13.3  Ne pas surchauffer les frottis lors de la fixation des lames. Un chauffage excessif provoquera
une coloration atypique.>®

13.4  Les organismes a gram positif contenus dans un échantillon peuvent apparaitre comme
étant a gram négatif si le patient est sous traitement antimicrobien.®

13.5  Le cristal violet précipité peut se présenter sous la forme de formes coccoides ou d'éléments
fongiques, ainsi que d'autres artefacts ou matériaux de base.®

14. BIBLIOGRAPHIE

1. Bartholomew, J.W. and T. Mittwer. 1952. Bacteriol. Rev. 16:1-29.

2. Mittwer, T., JW Bartholomew, and B.J. Kalman. 1950. Stain Technol. 25:169-179.

3. Bartholomew J.W. and T. Mittwer. 1951. Stain Technol. 26:231-240.

4. Forbes, B.A., D.F. Sahm, and A.S. Weissfeld. 2007. Bailey and Scott's Diagnostic
Microbiology. 12th ed. Mosby Elsevier, St. Louis, MO

5. Garcia, L.S. 2010. Manuel de procédures de microbiologie clinique. 3rd ed., American
Society for Microbiology, Washington, D.C.

6. Mangels, J.I., M.E. Cox, and L.H. Lindberg. 1984. Diagn. Microbiol. Infect.Dis. 2:129-137.

15. SYMBOLES

Référence catalogue

Ce produit est destiné au diagnostic in vitro et son usage est réservé a des personnes diment
formées. Des précautions contre les risques microbiologiques potentiels doivent étre prises par
la stérilisation appropriée des échantillons, des récipients et du milieu aprés leur utilisation Les
instructions doivent étre lues et respectées scrupuleusement. Reportez-vous a la Fiche de données
de sécurité pour plus d'informations.

Tout incident grave survenu en relation avec le dispositif doit étre signalé au fabricant et & I'autorité
réglementaire compétente dont dépendent I'utilisateur et/ou le patient.

6. CONSERVATION

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Consulter les instructions d'utilisation

Limites de température (temp. de stockage)

Contenu suffisant pour <N> tests

Le produit doit étre stocké dans son récipient d’origine a une température comprise entre 20 et 25 °C
jusqu’a utilisation.

7. DETERIORATION DU PRODUIT

Ce produit ne doit pas étre utilisé si (1) couleur a viré du jaune au rouge, (2) la date d’expiration est
dépassée ou (3) d’autres signes de détérioration sont présents.

8. PRELEVEMENT, CONSERVATION ET TRANSPORT DES
ECHANTILLONS

Les échantillons doivent étre prélevés et manipulés conformément aux directives recommandées.*®

9. MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

(1) Dispositif de stérilisation de I'anse, (2) anse d'ensemencement, écouvillons, récipients de
prélévement, (3) Incubateurs, systémes générateurs d'atmosphere, (4) Milieux de supplémentation,
(5) Organismes de controle de qualité, (6) Cristal violet de Gram (R40052), (7) Décolorant Gram
(R40054), (8) safranine de Gram (R40058), (9) Lames de verre, (10) Bec Bunsen ou chauffe-lame,
(11) Microscope, huile d'immersion, (12) Support de coloration, (13) Méthanol (facultatif).

10. PROCEDURE

@ Ne pas utiliser si I'emballage est endommagé
LOT Code de lot (Numéro de lot)

g Utiliser avant (Date de péremption)

e

AN Tenir a 'abri de la lumiére directe du soleil

Indicateur de dispositif unique

Représentant agréé pour la Communauté européenne

Conformité pour le Royaume-Uni évaluée

Evaluation de la conformité européenne

Fabricant

12076 Santa Fe Trail Drive
Lenexa, KS 66215, USA

www.thermofisher.com/microbiology
(800) 255-6730 International : (913) 888-0939

Ajouter le concentré d'iode de Gram au diluant. A chaque flacon de 250 ml de diluant, ajoutez un
tube de 2,5 ml de concentré. A chaque gallon de diluant, ajoutez un tube de 40 ml de concentré.
Bien mélanger. Utiliser I'iode de Gram dans les 3 mois suivant la reconstitution.

10.1  Faites un frottis fin du matériel a étudier sur une lame de verre. Laissez la lame sécher
complétement a I'air libre ou utilisez un chauffe-lame. Fixez la lame en la passant 3 ou 4 fois
dans la flamme d'un bec Bunsen ou inondez le frottis de méthanol et laissez-le s'évaporer.

10.2  Placez la lame sur un support de coloration et recouvrez-la de cristal violet de Gram pendant
1 minute.

10.3  Laver abondamment a I'eau et recouvrir de mordant a I'iode de Gram pendant 1 minute.

10.4  Inonder avec le décolorant Gram jusqu'a ce que le solvant s'écoule incolore de la lame
(10 a 30 secondes).

Pour obtenir des informations techniques, contactez le distributeur local.
CAS (numéro de registre Chemical Abstracts Service)

Fabriqué pour Remel Inc. UK C €
Toutes les autres marques sont la propriété de Thermo Fisher Scientific Inc. et de ses filiales.

IFU R40056, Révisé Juillet 2022

© 2022 Thermo Fisher Scientific Inc. Tous droits réservés.

Imprimé aux Etats-Unis
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1. VERWENDUNGSZWECK

Ein Reagenz bzw. eine Reihe von Reagenzien, die in einem Verfahren zur Differenzierung
von gramnegativen und grampositiven Mikroorganismen verwendet werden.

Das Produkt ist nur fir den professionellen Gebrauch und nicht fur Selbsttests vorgesehen.

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Die Gram-Farbemethode wurde 1884 von dem dénischen Bakteriologen Christian Gram
entwickelt, um bakterielle Zellen von infiziertem Gewebe zu unterscheiden.’ Spater entdeckte
man, dass die Zusammensetzung der bakteriellen Zellwand der Schllissel zur Gram-Farbung
war und die Bakterien anhand der Zellfarbe nach der Farbung in zwei Gruppen unterschieden
werden konnten. Seitdem hat es viele Modifikationen der urspriinglichen Technik gegeben.?3

3. PRINZIP

Die primare Farbung ist Kristallviolett, ein basischer Farbstoff, der von allen Bakterien
aufgenommen wird, da er die Zellwand schnell durchdringen kann. Es farbt den Protoplasten
der Bakterien violett. Das Kalium-Jod-Gemisch ist das Beizmittel, das sich mit dem
Primarfarbstoff in der Zelle verbindet. In grampositiven Zellen ist der Kristallviolett-Jod-
Komplex in der Zelle gefangen, weil die Zellwand durch Alkoholtrocknung weniger durchlassig
ist. Grampositive Zellen sind violett gefarbt. In gramnegativen Zellen wird der Komplex durch
den Entfarber entfernt, da die Permeabilitat durch die Loslichkeit der Lipide in Alkohol erhéht
wird. Die verwendete Gegenfarbung muss einen Farbkontrast zur Primarfarbung aufweisen.
In diesem Fall ist es Safranin, das gramnegative Zellen rot farbt.

4. REAGENZIEN

Kaliumjodid (CAS 7B881-11-0).....c.ccururueririiieieririeieieresieiee et 6,69
JOA (CAS 7553-56-2).....cueuiiieieerieieieeeste ettt 33g
Demineralisiertes Wasser (CAS 7732-18-5)......ccciieiiiiiiiieiieeese e 990,0 ml

5. VORSICHTSMASSNAHMEN

Dieses Produkt ist fiir die In-vitro-Diagnostik bestimmt und sollte von entsprechend geschulten
Personen verwendet werden. Es sollten VorsichtsmaRnahmen gegen mikrobiologische
Gefahren getroffen werden, indem Proben, Behalter und Medien nach der Verwendung
ordnungsgemal sterilisiert werden. Die Gebrauchsanweisung sollte sorgfaltig gelesen und
befolgt werden. Weitere Informationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt.

Jeder schwerwiegende Zwischenfall im Zusammenhang mit dem Produkt ist dem Hersteller
und der zustandigen Aufsichtsbehdrde, in deren Zusténdigkeitsbereich der Anwender und/
oder der Patient niedergelassen ist/sind, zu melden.

6. LAGERUNG

10.5 Spllen Sie mit Wasser und Uberlagern Sie es 30 Sekunden lang mit Gram-Safranin.
10.6  Mit Wasser absplilen und an der Luft trocknen lassen.
11.  INTERPRETATION

Grampositive Organismen farben sich violett.

Gramnegative Organismen farben sich rot.

12.  QUALITATSKONTROLLE

Alle Chargennummern von Gram-Jod wurden getestet und ergaben akzeptable
Farbeergebnisse, wie im Abschnitt Interpretation aufgefiihrt. Positiv- und Negativ-Kontroll-
Objekttrager sollten vor der Verwendung neuer Chargennummern von Farbemitteln
und Entfarbungsreagenz und danach mindestens wdchentlich getestet werden. Wenn
abweichende Qualitatskontrollergebnisse festgestellt werden, sollten die Patientenergebnisse
nicht gemeldet werden.

13. EINSCHRANKUNGEN

13.1 Testen Sie Positiv- und Negativkontrollen mit jeder neuen Chargennummer von
Farbemitteln und danach wéchentlich, um die Wirksamkeit des Reagenzes zu Uberpriifen
und sicherzustellen, dass das Entfarbungsverfahren korrekt durchgefiihrt wird.®

13.2 Um die zuverlassigsten Ergebnisse zu erhalten, entnehmen Sie klinische
Probenisolate aus einer 18-24 Stunden dauernden Kultur, die auf einem nicht-
selektiven Medium wéchst.®

13.3  Uberhitzen Sie die Abstriche beim Fixieren der Objekttrdger nicht. UbermaRiges
Erhitzen flihrt zu atypischen Farbungen.5¢

13.4  Grampositive Organismen in einer Probe kdnnen gramnegativ erscheinen, wenn der
Patient eine antimikrobielle Therapie erhalt.®

13.5 Ausgefalltes Kristallviolett kann als kokkoide Formen oder Pilzelemente sowie als
andere Artefakte oder Hintergrundmaterial erscheinen.®

14. BIBLIOGRAPHIE

Bartholomew, J.W. and T. Mittwer. 1952. Bacteriol. Rev. 16:1-29.

Mittwer, T., J.W. Bartholomew, and B.J. Kallman. 1950. Stain Technol. 25:169-179.

Bartholomew J.W. and T. Mittwer. 1951. Stain Technol. 26:231-240.

Forbes, B.A., D.F. Sahm, and A.S. Weissfeld. 2007. Bailey and Scott’s Diagnostic
Microbiology. 12th ed. Mosby Elsevier, St. Louis, MO

5. Garcia, L.S. 2010. Clinical Microbiology Procedures Handbook. 3rd ed., American
Society for Microbiology, Washington, D.C.

6. Mangels, J.I., M.E. Cox, and L.H. Lindberg. 1984. Diagn. Microbiol. Infect.Dis. 2:129-137.
15. SYMBOLLEGENDE

Lol

Katalognummer

Medizinprodukt zum In-vitro-Diagnostikum

Gebrauchsanweisung beachten

Temperaturbeschrankungen (Lagertemp.)

Enthélt ausreichend fiir <N> Tests

Lagern Sie das Produkt bis zur Verwendung in seinem Originalbehélter bei 20-25 °C.

7. PRODUKTVERSCHLECHTERUNG

Dieses Produkt sollte nicht verwendet werden, wenn (1) sich die Farbe von gelb-rot verandert
hat, (2) das Verfallsdatum Uberschritten ist oder (3) andere Anzeichen von Verfall vorliegen.

8. ENTNAHME, LAGERUNG UND TRANSPORT VON PROBEN
Die Proben sollten gemaR den empfohlenen Richtlinien entnommen und behandelt werden.*®

9. ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE MATERIALIEN

(1) Sterilisationsose, (2) Impfoése, Tupfer, Sammelbehélter, (3) Inkubatoren, alternative
Umgebungssysteme, (4) Zusatzmedien, (5) Qualitatskontrollorganismen, (6) Gram-
Kristallviolett (R40052), (7) Gram-Entfarber (R40054), (8) Gram-Safranin (R40058),
(9) Objekttrager aus Glas, (10) Bunsenbrenner oder Objekttragerwarmer, (11) Mikroskop,
Immersionsdl, (12) Farbegestell, (13) Methanol (optional).

10.  VERFAHREN

Geben Sie das Gram-Jod-Konzentrat in das Verdiinnungsmittel. Geben Sie zu jeder 250-ml-
Flasche Verdlinnungsmittel ein 2,5-ml-Réhrchen Konzentrat hinzu. Geben Sie zu jeder
Gallone Verdinnungsmittel ein 40-mlI-Rohrchen Konzentrat hinzu. Gut mischen. Verwenden
Sie Gram-Jod innerhalb von 3 Monaten nach der Rekonstitution.

10.1  Machen Sie einen diinnen Abstrich von dem zu untersuchenden Material auf einem
Objekttrager. Lassen Sie den Objekttrager vollstandig an der Luft trocknen oder
verwenden Sie einen Objekttrager-Warmer. Fixieren Sie den Objekttréger, indem Sie
ihn 3 oder 4 Mal durch die Flamme eines Bunsenbrenners flihren, oder fiillen Sie den
Ausstrich mit Methanol und lassen Sie es verdampfen.

10.2 Legen Sie den Objekttrager auf ein Farbegestell und tiberlagern Sie ihn 1 Minute lang
mit Gram-Kristallviolett.

10.3  Grindlich mit Wasser waschen und 1 Minute lang mit Gram-Jod-Beize tberlagern.

10.4 Mit Gram-Entfarber auffiillen, bis das Losungsmittel farblos vom Objekttrager flief3t
(10-30 Sekunden).

Nicht verwenden, wenn die Verpackung beschadigt ist

Chargencode (Losnummer)
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remel -
REFR40056,Gramloding...........ccociiiiiiiiiiiiee e 250ml/flakon,EA
REFR40057,Gramloding..........ccoiveeiieeiiiieiiieesee e 250ml/flakon,5/csomag
REFR40077,Gramlodine Gallon

1. RENDELTETESSZERU HASZNALAT

A Gram-negativ és Gram-pozitiv mikroorganizmusok megkulénboztetésére szolgald
technikaban hasznalt reagens/reagenskészlet.

Az eszkdz kizarolag professzionalis hasznalatra, és nem 6nellenérzésre szolgal.

2. OSSZEFOGLALAS ES MAGYARAZAT

A Gram-festés modszerét 1884-ben Christian Gram dan bakteriolégus fejlesztette
ki a baktériumsejtek megkulonboztetésére a fert6zott szovetektdl.! Késébb
felfedezték, hogy a Gram-festés kulcsa a baktérium sejtfalanak Osszetétele,
amely a festést kovetéen a sejtek szine alapjan két csoportba sorolva kiildnbdzteti
meg a baktériumokat. Azéta az eredeti technikan szamos maédositast végeztek.??

3. ALAPELV

Azels6dleges festék akristalyibolya, egy bazikus festék, amelyet minden baktérium
felvesz, mivel képes gyorsan athatolni a sejtfalon. A baktériumok protoplasztjat
lilara szinezi. A kalium-jéd keverék a pacanyag, amely komplex vegyuletet képez
a sejtben 1évd elsédleges festékkel. Gram-pozitiv sejtekben a kristalyibolya—
jod-komplex a sejtfal ateresztéképességének az alkoholos dehidratacio okozta
csOkkenése miatt a sejtben reked. A Gram-pozitiv sejtek lilara festédnek. A
Gram-negativ sejtekben a komplex vegylletet a szintelenitészer eltavolitia a
lipidek alkoholban val6 oldhatésaga miatt megndvekedett permeabilitas miatt.
Az alkalmazott kontrasztfestéknek az els6édleges festékkel kontrasztos szinlinek
kell lennie, és ebben az esetben ez a szafranin, amely a Gram-negativ sejteket
vorosre festi.

4. REAGENSEK

Kalium-=jodid (CAST7681-11-0)....cuerueieuiaiirieieeeeieeie sttt 6,69
JOA(CASTE53-56-2)....c.cemeimieiieiiriirieieeeie ettt 3,39
Demineralizaltviz(CAS7732-18-5).....ccuuiiiiiiieiii e 990,0ml

5. OVINTEZKEDESEK

A termék kizardlag in vitro diagnosztikai felhasznalasra szolgal, és kizardlag
megfeleléen képzett személyek altal hasznalhaté. A mikrobioldgiai veszélyek
ellen dvintézkedéseket kell tenni a mintak, tartdlyok és taptalajok megfelelé
sterilizalasaval a hasznalatot kdvetéen. Az utasitasokat gondosan el kell olvasni
és kovetni kell. Tovabbi informaciokért lasd a biztonsagi adatlapot.

A készulékkel kapcsolatban bekdvetkezett minden sulyos eseményt jelenteni kell
a gyartonak és a felhasznalo és/vagy a beteg lakhelye szerinti allam illetékes
szabalyozé hatésaganak.

6. TAROLAS
A terméket felhasznalasig eredeti csomagolasaban, 20-25 °C-on tarolja.
7.  TERMEKKAROSODAS

Jelen termék nem hasznalhato fel, ha (1) a szine sargas-vordsrél megvaltozott,
(2) a lejarati datumot kdvetéen, vagy (3) a karosodas egyéb jelei mutatkoznak.

8. MINTAVETEL, TAROLAS ES SZALLITAS

10.4 Csorgasson ra Gram Decolorizer (Gram szintelenité) szert, amig az
oldoszer szintelenlil folyik le a targylemezrél (10-30 masodperc).

10.5 Oblitse le vizzel, és 30 masodpercre dntse le Gram Safraninnal.
10.6 Oblitse le vizzel, és hagyja megszaradni a levegén.

11. ERTELMEZES
A Gram-pozitiv mikroorganizmusok lilara festédnek.
A Gram-negativ mikroorganizmusok vordsre festédnek.

12.  MINOSEG-ELLENORZES

A Gram lodine valamennyi tételszamat megvizsgaltak, és megallapitottak, hogy
elfogadhato festési eredményeket adnak az Ertelmezés szakaszban leirtak
szerint. A pozitiv és negativ kontroll targylemezeket a festékek és a szintelenité
reagens U] tételszamainak hasznalata el6tt, majd azt kdvetéen legalabb hetente
meg kell vizsgalni. Rendellenes minéség-ellendrzési eredmények esetén a beteg
eredményei nem jelenthetok.

13.  KORLATOZASOK

13.1 Apozitiv és negativ kontrollokat minden egyes Uj festéktételszammal, majd
ezt kdvetben hetente tesztelje a reagens hatékonysaganak ellenérzése es
a szintelenitési eljaras helyes végrehajtasanak biztositasa érdekében.®

13.2 A legmegbizhatdobb eredmények elérése érdekében a klinikai mintak
izolatumat olyan 18-24 6ras tenyészetbdl vegye, amely nem szelektiv
taptalajon szaporodik.®

13.3 Ne hevitse tul a keneteket a targylemezek régzitésekor. A tulzott hevités
atipikus elszinezédést okoz.58

13.4 A mintdban taldlhatdé Gram-pozitiv mikroorganizmusok Gram-negativnak
tlinhetnek, ha a beteg antimikrobialis kezelést kap.®

13.5 A kicsapodott kristalyibolya megjelenhet coccoid alakzatok vagy gombas
elemek, valamint egyéb miitermékek vagy hattéranyag formajaban.®

14. BIBLIOGRAFIA

1. Bartholomew, J.W. and T. Mittwer. 1952. Bacteriol. Rev. 16:1-29.

Mittwer, T., J.W. Bartholomew, and B.J. Kallman. 1950. Stain Technol.
25:169-179.

3. Bartholomew J.W. and T. Mittwer. 1951. Stain Technol. 26:231-240.

Forbes, B.A., D.F. Sahm, and A.S. Weissfeld. 2007. Bailey and Scott’s
Diagnostic Microbiology. 12th ed. Mosby Elsevier, St. Louis, MO

5. Garcia, L.S. 2010. Clinical Microbiology Procedures Handbook. 3rd ed.,
American Society for Microbiology, Washington, D.C.

6. Mangels, J.l., M.E. Cox, and L.H. Lindberg. 1984. Diagn. Microbiol. Infect.
Dis. 2:129-137.

15. SZIMBOLUM-MAGYARAZAT

Katalégusszam

In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkoz

SER

Tekintse meg a hasznalati utasitast (IFU)

Hémérsékleti korlatozasok (tarolasi hémérséklet)

<~

Elegendé6t tartalmaz <N> vizsgdlathoz

Ne hasznalja, ha a csomagolas sériilt

Tételkdd (tételszam)

mE@

Felhasznalhatdsagi id6 (lejarati datum)

A mintékat az ajanlott iranymutatasok szerint kell gydjteni és kezelni.*5
9.  SZUKSEGES, DE NEM MELLEKELT ANYAGOK

Kacs-sterilizalé eszkoz, (2) Oltdkacs, mintavevd palcak, gyljtéedények,
Inkubatorok, alternativ kornyezeti rendszerek, (4) Kiegészité taptalajok,
Minéségellendrzési mikroorganizmusok, (6) Gram Crystal Violet (R40052),
Gram Decolorizer (R40054), (8) Gram Safranin (R40058), (9) Targylemezek,
0) Bunsen-égé vagy targylemez-melegit6, (11) Mikroszkop, immerzios olaj,
(12) Festballvany, (13) Metanol (opcionalis).

10. ELJARAS

Adjon Gram lodine koncentratumot a higitéhoz. Minden 250 ml-es higitészeres
palackhoz adja egy 2,5 ml-es koncentratum flakon tartalmat. A higit6 minden
gallonjahoz adja egy 40 ml koncentratum flakon tartalmat. Jol keverje 6ssze. A
Gram lodine keészitményt a visszaallitast koveté 3 honapon belll hasznalja fel.

10.1 Készitsen vékony kenetet a vizsgalandd anyagbdl egy targylemezre.
Hagyja a targylemezet teljesen megszaradni a levegén, vagy hasznaljon
targylemez-melegit6t. Fixalja a targylemezt ugy, hogy 3—4-szer athuzza
egy Bunsen-ég6 langja felett, vagy ontson a kenetre metanolt, és hagyja
elparologni.

10.2 Helyezze a targylemezt a festéallvanyra, és 1 percre ontse le a Gram
Crystal Violet termékkel.

10.3 Alaposan mossa le vizzel, és majd ontse le 1 percre Gram lodine
pacfestékkel.
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GRAM IODINE

REF R40056, Gram 0diNe.........ccoieeiiieiieieie e 250 ml/Btl, EA
REF R40057, Gram [0AiNe.......cccoieeeeeeeee e 250 ml/Btl, 5/conf
REF R40077, Gram l0AINE. ......ccuviieieieee et e e Gallone

1. USO PREVISTO

Reagente/set di reagenti utilizzati in una tecnica per la differenziazione di organismi
Gramnegativi e Gram-positivi.

Il dispositivo & solo per uso professionale e non & destinato all'autotest.

2. RIEPILOGO E SPIEGAZIONE

Il metodo della colorazione di Gram & stato sviluppato nel 1884 dal batteriologo danese
Christian Gram per differenziare le cellule batteriche dal tessuto infetto.! Successivamente
si & scoperto che la composizione della parete cellulare batterica era la chiave per la
colorazione di Gram e avrebbe consentito la differenziazione dei batteri in due gruppi in base
al colore cellulare dopo la colorazione. Da quel momento ci sono state molte modifiche alla
tecnica originale.??

3. PRINCIPIO

Il colorante principale ¢ il cristalvioletto, un colorante di base assorbito da tutti i batteri grazie
alla sua capacita di permeare rapidamente la parete cellulare. Colora di viola il protoplasto dei
batteri. La miscela di potassio-iodio € il mordente che si complessa con il colorante primario
nella cellula. Nelle cellule Gram-positive, il complesso cristalvioletto-iodio & intrappolato nella
cellula a causa di una diminuzione della permeabilita della parete cellulare causata dalla
disidratazione dell'alcol. Le cellule Gram-positive assumono un colore viola. Nelle cellule
Gram-negative, il complesso viene rimosso dal decolorante a causa di un aumento della
permeabilita causato dalla solubilita dei lipidi in alcol. La colorazione di contrasto utilizzata
deve essere di colore contrastante rispetto alla colorazione primaria, in questo caso, € la
safranina che colora di rosso i globuli Gram-negativi.

4. REAGENTI

loduro di potassio (CAS 7681-11-0).......ccuiiieiiiieieie e 6,69
100I0 (CAS 7553-56-2)......cuiuieieiiireeiet sttt ettt 33g
Acqua demineralizzata (CAS 7732-18-5).......ccceiiiieieiiieee st 990,0 ml

5. PRECAUZIONI

Questo prodotto & per uso diagnostico in vitro e deve essere utilizzato da persone
adeguatamente qualificate. E necessario prendere precauzioni contro i pericoli dei rischi
microbiologici sterilizzando adeguatamente campioni, contenitori e terreni dopo l'uso.
Leggere e attenersi scrupolosamente alle istruzioni. Fare riferimento alla scheda di dati di
sicurezza per ulteriori informazioni.

Qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione al dispositivo deve essere segnalato al
fabbricante e all'autorita competente del Paese in cui risiedono I'utilizzatore e/o il paziente.

6. CONSERVAZIONE
Conservare il prodotto nel contenitore originale a 20-25 °C fino al suo utilizzo.

7. DETERIORAMENTO DEL PRODOTTO

10.4 Inondare con Gram Decolorizer fino a quando il solvente scorre senza colore dal
vetrino (10-30 secondi).

10.5 Sciacquare con acqua e coprire con Gram Safranin per 30 secondi.
10.6  Sciacquare con acqua e lasciare asciugare all'aria.

11.  INTERPRETAZIONE

Gli organismi Gram-positivi si colorano di viola.

Gli organismi Gram-negativi si colorano di rosso.

12.  CONTROLLO QUALITA

Tutti i numeri di lotto di Gram lodine sono stati testati e si & riscontrato che forniscono risultati
di colorazione accettabili come elencato nella sezione Interpretazione. | vetrini di controllo
positivo e negativo devono essere testati prima dell'uso di nuovi numeri di lotto di coloranti e
di reagente decolorante e in seguito con cadenza almeno settimanale. Se si notano risultati
di controllo qualita aberranti, i risultati del paziente non devono essere riportati.

13. _ LIMITAZIONI

13.1  Testare i controlli positivi e negativi con ogni huovo numero di lotto di colorazioni e
successivamente ogni settimana per verificare l'efficacia del reagente e assicurarsi
che la procedura di decolorazione sia eseguita correttamente.®

13.2  Per ottenere i risultati piu affidabili, rimuovere gli isolati del campione clinico da una
coltura di 18-24 ore su terreno non selettivo.®

13.3  Non surriscaldare gli strisci durante il fissaggio dei vetrini. Un riscaldamento eccessivo
causera una colorazione atipica.>®

13.4  Gli organismi Gram-positivi contenuti in un campione possono apparire Gram-nega-
tivi se il paziente & sotto terapia antimicrobica.®

13.5 |l cristalvioletto precipitato pud apparire come forme coccoidi o elementi fungini, cosi
come altri artefatti o materiale di base.®

14. BIBLIOGRAFIA

Bartholomew, J.W. and T. Mittwer. 1952. Bacteriol. Rev. 16:1-29.

Mittwer, T., J.W. Bartholomew, and B.J. Kallman. 1950. Stain Technol. 25:169-179.

Bartholomew J.W. and T. Mittwer. 1951. Stain Technol. 26:231-240.

Forbes, B.A., D.F. Sahm, and A.S. Weissfeld. 2007. Bailey and Scott's Diagnostic
Microbiology. 12th ed. Mosby Elsevier, St. Louis, MO

5. Garcia, L.S. 2010. Clinical Microbiology Procedures Handbook. 3rd ed., American
Society for Microbiology, Washington, D.C.

6. Mangels, J.I., M.E. Cox, and L.H. Lindberg. 1984. Diagn. Microbiol. Infect.Dis. 2:129-137.
15. LEGENDA DEI SIMBOLI

L bd =

Numero di catalogo

Dispositivo medico diagnostico in vitro

Consultare le istruzioni per I'uso (IFU)

Limiti di temperatura (temp. di conservazione)

Contiene una quantita sufficiente per <N> test

Non utilizzare se la confezione & danneggiata

Codice lotto (numero di lotto)

Questo prodotto non deve essere utilizzato se (1) il colore & cambiato dal giallo-rosso,
(2) e passata la data di scadenza o (3) sono presenti altri segni di deterioramento.

8. RACCOLTA, CONSERVAZIONE E TRASPORTO DEI CAMPIONI

o~ (=[5

Usare entro (data di scadenza)

v

Y

1

Tenere lontano dalla luce del sole

| campioni devono essere raccolti e maneggiati seguendo le linee guida raccomandate.**

9. MATERIALI NECESSARI MA NON FORNITI

Indicatore dispositivo unico

Rappresentante autorizzato nella Comunita europea

(1) Dispositivo per la sterilizzazione dell'ansa, (2) Ansa da inoculo, tamponi, contenitori di
raccolta, (3) Incubatori, sistemi ambientali alternativi, (4) Terreni supplementari, (5) Organismi
di controllo della qualita, (6) Gram Crystal Violet (R40052), (7) Gram Decolorizer (R40054),
(8) Gram Safranin (R40058), (9) Vetrini, (10) Becco Bunsen o scaldavetrini, (11) Microscopio,
olio per immersione, (12) Contenitore di colorazione, (13) Metanolo (opzionale).

10. PROCEDURA

Aggiungere il concentrato di Gram lodine al diluente. A ogni flacone da 250 ml di diluente,
aggiungere una provetta da 2,5 ml di concentrato. A ogni gallone di diluente, aggiungere una
provetta da 40 ml di concentrato. Mescolare bene. Utilizzare Gram lodine entro 3 mesi dalla
ricostituzione.

10.1  Preparare un sottile striscio del materiale per lo studio su un vetrino. Lasciare
asciugare completamente il vetrino o usare uno scaldavetrini. Fissare il vetrino
facendo passare 3 o 4 volte attraverso la fiamma di un becco Bunsen o inondare lo
striscio con metanolo e farlo evaporare.

10.2 Posizionare il vetrino su un contenitore di colorazione e coprirlo con Gram Crystal
Violet per 1 minuto.

10.3 Lavare accuratamente con acqua e ricoprire con il mordente Gram lodine per
1 minuto.

Valutazione di conformita UK

Valutazione di conformita europea

Fabbricante

12076 Santa Fe Trail Drive
Lenexa, KS 66215, USA

www.thermofisher.com/microbiology
(800) 255-6730 Internazionale: (913) 888-0939

L ERB%EE

Per informazioni tecniche, contattare il proprio distributore locale.
CAS (n. di registro Chemical Abstracts Service)

Prodotto per Remel Inc. UK C €
©2022 Thermo Fisher Scientific Inc. Tutti i diritti riservat. cA
Tutti gli altri marchi sono di proprieta di Thermo Fisher Scientific Inc. e delle sue consociate.

IFU R40056, revisione luglio 2022 Stampato negli U.S.A.



LT
remel
GRAM IODINE

REF R40057, Gram jodas 250 ml/Btl, 5/Pk
REF R40077, Gramo JOA@S.......cc.ueiiiuiiaiieeiieiesiiee et siteeaiee et ssbee s e siseesnee s galonas
1. PASKIRTIS

Reagentas ar reagenty partija, naudojama gramneigiamy ir gramteigiamy mikroorga-
nizmy diferencijavimo technikoje.

Priemoné skirta naudoti tik profesionalams ir neturéty bati naudojama savitikrai.

2.  SUVESTINE IR PAAISKINIMAS

Gramo dazymo metodg 1884 m. sukiré dany bakteriologas Christianas Gramas,
siekdamas atskirti bakterijy lgsteles nuo uzkrésto audinio." Véliau i$siaiskinta, kad
bakterijy lgstelés sienelés sudétis yra esminis Gramo dazymo metodo veiksnys,
leidziantis po dazymo suskirstyti bakterijas j dvi grupes pagal Iasteliy spalva. Nuo to laiko
pradiné technika buvo nemazai modifikuota.?®

3. PRINCIPAS

Pagrindinis dazas yra kristalvioletas. Tai yra jprastas daziklis, kurj sugeria visos
bakterijos, nes jis greitai prasiskverbia pro Igstelés sienele. Jis nudazo bakterijy
protoplastg violetine spalva. Kalio ir jodo miSinys yra dazg fiksuojanti medziaga, kuri
veikia kompleksiskai su pirminiu dazu lgsteléje. Gramteigiamose lgstelése kristalvioleto
ir jodo kompleksas sulaikomas Igsteléje del sumazéjusio Iastelés sienelés pralaidumo,
kurj sukelia dehidratacija alkoholiu. Gramteigiamos Igstelés nusidazo violetine spalva.
Gramneigiamose Igstelése dél padidéjusio sienelés pralaidumo, kurj sukelia lipidy
tirpumas alkoholyje, kompleksas pasalinamas dazo $alinimo priemone. Naudojamas
kontrastinis dazas turi bati skirtingos spalvos nei pirminis dazas. Siuo atveju tai yra
safraninas, kuris gramneigiamas Igsteles nudazo raudonai.

4. REAGENTAI

Kalio jodidas (CAS 7681-11-0)........ccuiriiiiiiiieiie ettt 6,69
JOdas (CAS 7553-56-2)......ccuecuiiuiiiieiiiiii ettt 3,39
Demineralizuotas vanduo (CAS 7732-18-5).........cccooiiiiiiiiieiiieeceeeeee e 990,0 ml

5. ATSARGUMO PRIEMONES

Sis gaminys skirtas in vitro diagnostikai ir jj turéty naudoti tinkamai i§mokyti asmenys.
Norint iSvengti mikrobiologiniy pavojuy, reikia imtis atsargumo priemoniy — panaudojus
tinkamai sterilizuoti méginius, talpykles ir terpe. Bltina perskaityti ir atidziai laikytis
nurodymy. Daugiau informacijos rasite saugos duomeny lape.

Apie bet kokj pavojingg incidentg, susijusj su priemone, bdtina pranesti gamintojui
ir atitinkamai Salies, kurioje registruotas naudotojas ir (arba) pacientas, reguliavimo
institucijai.

6. LAIKYMAS

Kol nenaudojate, laikykite gaminj originalioje talpykléje 20-25 °C temperatiroje.

7. GAMINIO GEDIMAS

10.5 Nuplaukite vandeniu ir 30 sekundziy palaikykite uzdenge Gramo safraninu.
10.6  Nuplaukite vandeniu ir leiskite iSdziati ore.

11. INTERPRETAVIMAS
Gramteigiami organizmai nusidazo violetine spalva.

Gramneigiami organizmai nusidazo raudona spalva.

12.  KOKYBES KONTROLE

I18tyrus visus Gramo jodo partijy numerius nustatyta, kad dazymo rezultatai yra priimtini,
kaip nurodyta skyriuje ,Interpretavimas”. Teigiami ir neigiami kontroliniai stikleliai turi bati
istirti prie§ naudojant naujus dazy partijos numerius ir spalvos Salinimo reagentg, o véliau
— bent kartg per savaitg. Pastebéje nejprastus kokybés kontrolés rezultatus, pacienty
rezultaty neskelbkite.

13.  APRIBOJIMAI

13.1 IStirkite teigiamus ir neigiamus kontrolinius méginius kiekvieng kartg pradéje
naudoti naujg dazy partijos numerj ir véliau kas savaite, kad patikrintuméte
reagento veiksmingumg ir jsitikintuméte, jog spalvos pasalinimo proceddra
atliekama teisingai.®

13.2 Norédami gauti patikimiausius rezultatus, iSimkite klinikiniy méginiy izoliatus i$
18-24 val. kulttros, augancios neselektyviojoje terpéje.®

13.3 Fiksuodami stiklelius neperkaitinkite tepinéliy. Dél per didelés kaitros susidarys
atipinis nusidazymas.®®

13.4 Méginyje esantys gramteigiami mikroorganizmai gali pasirodyti gramneigiami, jei
pacientui taikomas antimikrobinis gydymas.®

13.5 Nusédes kristalvioletas gali atrodyti kaip kokinés formos arba grybeliniai
elementai, taip pat gali bati matomi kiti artefaktai arba foniné medziaga.®
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Forbes, B.A., D.F. Sahm, and A.S. Weissfeld. 2007. Bailey and Scott’s Diagnostic
Microbiology. 12th ed. Mosby Elsevier, St. Louis, MO
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5. Garcia, L.S. 2010. Clinical Microbiology Procedures Handbook. 3rd ed., American
Society for Microbiology, Washington, D.C.

6. Mangels, J.I., M.E. Cox, and L.H. Lindberg. 1984. Diagn. Microbiol. Infect.Dis.
2:129-137.

15.  SIMBOLIY PAAISKINIMAS

Katalogo numeris

In Vitro diagnostiné medicininé priemoné

Vadovaukités naudojimo instrukcijomis (IFU)

Temperatros riba (laikymo temp.)

Pakanka <N> bandymy

Nenaudokite, jei paZeista pakuoté

Sio gaminio negalima naudoti, jei 1) spalva nebéra geltona-raudona, 2) pasibaigé
galiojimo laikas arba 3) yra kity sugedimo pozymiy.

8. MEGINIU PAEMIMAS, LAIKYMAS IR GABENIMAS
Méginius reikia imti ir naudoti pagal rekomenduojamas gaires.*®

9. REIKALINGOS, BET NEPATEIKIAMOS MEDZIAGOS

Partijos kodas (partijos numeris)

- Elol<-[-[5]E

Galiojimo laikas (galiojimo pabaigos data)

\A
S
\

»

1

Saugoti nuo saulés spinduliy

Unikalus priemonés indikatorius

1) Kilpinis sterilizavimo jtaisas, 2) inokuliavimo kilpelé, tamponéliai, paémimo talpyklés, 3)
inkubatoriai, alternatyvios aplinkos sistemos, 4) papildomos terpés, 5) kokybés kontrolés
organizmai, 6) Gramo kristalvioletas (R40052), 7) Gramo dazo S$alinimo priemoné
(R40054), 8) Gramo safraninas (R40058), 9) stikleliai, 10) Bunzeno degiklis ar stikleliy
Sildymo jtaisas, 11) mikroskopas, imersinis aliejus, 12) dazymo stovas, 13) metanolis
(pasirinktinai).

10.  PROCEDURA

| skiediklj jpilkite Gramo jodo koncentrato. | kiekvieng 250 ml skiediklio buteliukg jpilkite po vieng
2,5 ml koncentrato mégintuvél;. ] kiekvieng skiediklio galong jpilkite po vieng 40 ml koncentrato
mégintuvélj. Gerai iSmaiSykite. Sunaudokite Gramo jodg per 3 ménesius po istirpdymo.

10.1  Uztepkite plong tiriamosios medziagos tepinélj ant stiklelio. Leiskite stikleliui
visiSkai i8dzidti arba naudokite stikleliy Sildymo jtaisg. UZfiksuokite stiklelj 3 ar 4
kartus perleisdami per Bunzeno degiklio liepsng arba uzpilkite tepinélj metanoliu ir
leiskite jam iSgaruoti.

10.2 |dékite stiklelj j dazymo stova ir 1 minute palaikykite uzdenge Gramo kristalvioletu.

10.3  Kruop$ciai nuplaukite vandeniu ir 1 minute palaikykite uzdenge Gramo jodo dazg
fiksuojanc¢ia medziaga.

10.4 Pilkite Gramo dazo Salinimo priemone, kol i$ stiklelio pradeés tekéti bespalvis
tirpiklis (10-30 sek.).

Jgaliotasis atstovas Europos Bendrijoje

JK atitikties jvertinimas

Europos atitikties jvertinimas

Gamintojas

12076 Santa Fe Trail Drive

Lenexa, KS 66215, JAV
www.thermofisher.com/microbiology

(800) 255-6730 Tarptautinis: (913) 888-0939
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GRAM IODINE

REF R40056, Jod do metody Grama...........cccooueveieieiiieiene et 250 ml/butelke,
REF R40057, Jod do metody Grama.............coeeuerierieeiieieinieese e 250 ml/butelke, 5/op.
REF R40077, Jod dO Metody Grama.........cc.eeuieieiierienieeie e st nee e e neeenee s Galon

1. PRZEZNACZENIE

Odczynnik/zestaw odczynnikéw stosowany w technice réznicowania drobnoustrojow Gram-
ujemnych i Gram-dodatnich.

Wyréb stuzy wytgcznie do uzytku profesjonalnego i nie jest przeznaczony do samodzielnego wyko-
nywania testow.

2. PODSUMOWANIE | WYJASNIENIE

Metoda barwienia metodg Grama zostata opracowana w 1884 roku przez dunskiego bakteriologa
Christiana Grama w celu odréznienia komorek bakteryjnych od zakazonej tkanki'. PéZniej odkryto,
ze sktad $ciany komorkowej bakterii byt kluczem do barwienia metodg Grama iumozliwiat
zréznicowanie bakterii na dwie grupy na podstawie koloru komérek po barwieniu. Od tego czasu
dokonano wielu modyfikacji oryginalnej techniki?2.

3. ZASADA

Pierwotnym barwnikiem jest fiolet krystaliczny, podstawowy barwnik wchtaniany przez wszystkie
bakterie ze wzgledu na jego zdolno$¢ do szybkiego przenikania przez $ciang komorkowa. Zabarwia
protoplast bakterii na fioletowo. Mieszanina potasowo-jodowa jest zaprawa, ktéra tworzy zwigzek
kompleksowy z barwnikiem pierwotnym w komérce. W komdrkach gram-dodatnich kompleks fiolet
krystaliczny-jod jest uwieziony z powodu mniejszej przepuszczalnosci $ciany komérkowej na skutek
dehydratacji alkoholu. Komoérki Gram-dodatnie sg zabarwione na fioletowo. W komoérkach Gram-
ujemnych kompleks jest usuwany przez dekoloryzator ze wzgledu na wzrost przepuszczalno$ci
spowodowany rozpuszczalnoscia lipidow w alkoholu. Stosowany barwnik kontrastowy musi mie¢
kontrastujgcy kolor w stosunku do barwnika pierwotnego iw tym przypadku to safranina barwi
komorki Gram-ujemne na czerwono.

4. ODCZYNNIKI

JOdeKPOtaSU(CASTB81-11-0).....ueiririeiriieieeeeeie ettt ettt ettt ne e ene e 6,69
JOA (CAS 7553-56-2)......cuiuetiuiieeiiiieitit ettt ettt ettt 3,39
Woda demineralizowana (CAS 7732-18-5)........ccouiiiiiieieiieie ettt 990,0 ml

5. SRODKI OSTROZNOSCI

Ten produkt jest przeznaczony do diagnostyki in vitro i powinien by¢ uzywany przez odpowiednio
przeszkolone osoby. Nalezy przedsiewzig¢ $rodki ostroznoséci zapobiegajace zagrozeniom
mikrobiologicznym poprzez odpowiednig sterylizacje probek, pojemnikéw i podiozy po uzyciu.
Nalezy uwaznie przeczyta¢ instrukcje i postepowaé¢ zgodnie z nimi. Dodatkowe informacje mozna
znalez¢ w Karcie Charakterystyki Substancji Niebezpiecznej.

Kazde powazne zdarzenie, ktére miato miejsce w zwigzku z wyrobem, nalezy zgtasza¢ producentowi
i odpowiedniemu organowi regulacyjnemu wtasciwemu uzytkownikowi i/lub pacjentowi.

6. PRZECHOWYWANIE

10.4  Zalewa¢ dekoloryzatorem do metody Grama, az wyptywajacy ze szkietka rozpuszczalnik
stanie sie bezbarwny (10-30 sekund).

10.5  Sptukaé wodg i natozy¢ safranine do metody Grama na 30 sekund.

10.6  Sptukaé wodg i pozostawi¢ do wyschniecia na powietrzu.

11.  INTERPRETACJA

Bakterie Gram-dodatnie barwig sie na fioletowo.

Bakterie Gram-ujemne barwig sig na czerwono.

12. KONTROLA JAKOSCI

Wszystkie numery partii jodu do metody Grama zostaty przetestowane i stwierdzono, ze umozliwiajg
uzyskanie akceptowalnych wynikéw barwienia, jak podano w czesci ,Interpretacja”. Szkietka
kontroli dodatniej i ujemnej nalezy testowa¢ przed uzyciem nowych numeréw serii barwnikow
i odczynnika odbarwiajgcego, a nastepnie co najmniej raz w tygodniu. W przypadku odnotowania
nieprawidtowych wynikéw kontroli jakosci nie nalezy zgtasza¢ wynikéw pacjentow.

13.  OGRANICZENIA

13.1  Kontrole dodatnie i ujemne nalezy testowac z kazdg nowg serig barwnikéw, a nastepnie
co tydzien, aby zweryfikowa¢ skuteczno$¢ odczynnikéw iupewni¢ sie, ze procedura
odbarwiania jest przeprowadzana prawidtowo®.

13.2  Aby uzyska¢ najbardziej wiarygodne wyniki, nalezy usunag¢ izolaty prébek klinicznych
z 18-24 godzinnej hodowli rosngcej na pozywce nieselektywnej®.

13.3  Nie przegrzewa¢ rozmazéw podczas utrwalania preparatéw. Nadmierne ogrzewanie
spowoduje nietypowe barwienie®>®.

13.4  Zawarte w prébce drobnoustroje Gram-dodatnie mogg wydawac sie Gram-ujemne, jesli
pacjent stosuje terapie przeciwdrobnoustrojowa®.

13.5  Wytrgcony fiolet krystaliczny moze przybiera¢ ksztatt ziarenkowca lub elementéw grzybow,
a takze innych artefaktéw lub materiatu tta®.

14. BIBLIOGRAFIA

1 Bartholomew, J.W. and T. Mittwer. 1952. Bacteriol. Rev. 16:1-29.

2 Mittwer, T., J.W. Bartholomew, and B.J. Kallman. 1950. Stain Technol. 25:169-179.
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for Microbiology, Washington, D.C.
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15. LEGENDA SYMBOLI

Numer katalogowy

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Zapoznac sie z instrukcjg uzytkowania

Ograniczenia temperatury (temp. przechowywania)

Zawartos¢ wystarcza na <N> testow

Przechowywa¢ produkt w oryginalnym pojemniku w temperaturze 20-25°C do momentu uzycia. @ Nie uzywac w przypadku uszkodzonego opakowania

7. POGORSZENIE JAKOSCI PRODUKTU LOT|  |kod partii (numer seri)

Nie nalezy stosowac tego produktu, jesli (1) zmienit sie jego zétto-czerwony kolor, (2) uptynat termin u Uzy¢ przed (termin waznosci)

waznosci lub (3) widoczne sg inne oznaki zepsucia. —

8. ZBIERANIE, PRZECHOWYWANIE | TRANSPORT PROBEK AN [Traymac 2 dala od dwiatla stonecinego

Probki nalezy pobierac i obchodzi¢ sig z nimi zgodnie z zalecanymi wytycznymi*S. Unikalny wskaznik urzadzenia

9. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE ,E_Clm Autoryzowany przedstawiciel we Wspdlnocie Europejskiej
(1) Urzadzenie do sterylizacji petli, (2) Eza do zaszczepiania, waciki, pojemniki zbiorcze, EE Oceniono zgodnoé¢ w Wielkiej Brytanii

(3) Inkubatory, alternatywne systemy $rodowiskowe, (4) Pozywki uzupetniajgce, (5) Organizmy do
kontroli jakosci, (6) Krystaliczny fiolet do metody Grama (R40052), (7) Dekoloryzator do metody
Grama (R40054), (8) Safranina do metody Grama (R40058), (9) Szklane preparaty, (10) Palnik
Bunsena lub podgrzewacz preparatéw, (11) Mikroskop, olejek imersyjny, (12) Statyw do barwienia,
(13) Metanol (opcjonalny).

10.  PROCEDURA

Doda¢ koncentratjodu do metody Grama do rozcienczalnika. Do kazdej butelki 250 mlrozcienczalnika
doda¢ jedng tubke koncentratu o pojemnosci 2,5 ml. Do kazdego galonu rozcienczalnika doda¢
jedng tubke koncentratu o pojemnosci 40 ml. Dobrze wymiesza¢. Uzy¢ jodu do metody Grama
w ciggu 3 miesigcy po rekonstytucii.

10.1  Zrobi¢ cienkg smuge materiatu do badania na szklanym szkietku. Pozostawi¢ szkietko
do catkowitego wyschnigcia na powietrzu lub uzy¢ podgrzewacza. Utrwali¢ preparat,
przepuszczajac 3 lub 4 razy przez ptomien palnika Bunsena lub zala¢ rozmaz metanolem
i pozostawi¢ do odparowania.

10.2  Umiesci¢ szkietko na statywie do barwienia i pokry¢ fioletem krystalicznym do metody
Grama na 1 minute.

10.3  Umy¢ doktadnie wodg i pokry¢ zaprawg jodowg do metody Grama na 1 minute.

Europejska ocena zgodnosci

“ Producent

12076 Santa Fe Trail Drive
Lenexa, KS 66215, USA

www.thermofisher.com/microbiology
(800) 255-6730 Migdzynarodowy: (913) 888-0939

Aby uzyska¢ informacje techniczne, nalezy skontaktowac sie z lokalnym dystrybutorem.
CAS (numer rejestru Chemical Abstracts Service)

Wyprodukowano dla Remel Inc.

©2022 Thermo Fisher Scientific Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.

Wszystkie inne znaki towarowe sg wtasnoscig
Thermo Fisher Scientific Inc. i jej spotek zaleznych.

IFU R40056, Zaktualizowano w lipcu 2022 r.

en C€

Wydrukowano w USA.
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1. UTILIZACAO PREVISTA

Reagente/conjunto de reagentes utilizado numa técnica para a diferenciagéo de microrgan-
ismos Gramnegativos e Gram-positivos

O dispositivo destina-se apenas a utilizagao profissional e ndo foi concebido para autoteste.

2. RESUMO E EXPLICACAO

10.4 Inunde com Descolorante de Gram até que o solvente flua incolor da lamina
(10-30 segundos).

10.5 Enxague com agua e cubra com Safranina de Gram por 30 segundos.
10.6 Enxague com agua e deixe secar ao ar.
11. INTERPRETACAO

Os microrganismos Gram-positivos adquirem a coloragao roxa.

Os microrganismos Gram-negativos adquirem a coloragéo vermelha.

12. CONTROLO DE QUALIDADE

Todos os nlimeros de lote de lodo de Gram foram testados e apresentaram resultados de
coloragédo aceitaveis, conforme listado na seccéo Interpretagdo. As laminas de controlo
positivo e negativo devem ser testadas antes da utilizacdo de novos numeros de lote de
corantes e reagente descolorante e pelo menos semanalmente a partir dai. Se forem
observados resultados de controlo de qualidade aberrantes, os resultados do doente ndo
devem ser reportados.

13.  LIMITAGOES

O método de coloragao de Gram foi desenvolvido em 1884 pelo bacteriologista dinamarqués
Christian Gram, para diferenciar as células bacterianas de tecido infetado." Mais tarde,
descobriu-se que a composigao da parede celular bacteriana era a chave para a coloragéo
de Gram e servia para diferenciar as bactérias em dois grupos com base na cor das células
apds a coloragéo. Desde entéo, a técnica original sofreu muitas modificagées.?®

3.  PRINCIPIO

A coloragao primaria é o violeta de cristal, um corante basico absorvido por todas as bactérias
devido a sua capacidade de permear rapidamente a parede celular. Cora o protoplasto das
bactérias de cor roxa. A mistura de potassio-iodo € o mordente que forma complexos com
o corante primario na célula. Em células gram-positivas, o complexo de cristal violeta-iodo
fica preso na célula devido a uma diminuicdo na permeabilidade da parede celular causada
pela desidratagdo do alcool. As células gram-positivas adquirem a coloragdo roxa. Nas
células gram-negativas, o complexo é removido pelo descolorante devido ao aumento da
permeabilidade causado pela solubilidade dos lipidos em alcool. A contracoloragéo utilizada
deve ser de cor contrastante com a coloragdo primaria e, neste caso, € a safranina que cora
de vermelho as células gram-negativas.

4. REAGENTES
lodeto de potassio (CAS 7681-11-0).....c.cruiiiiiiiicieiirieeee et 6,6 g
lodo (CAS 7553-56-2)
Agua desmineralizada (CAS 7732-18-5)

5. PRECAUGOES

Este produto destina-se a utilizagdo em diagnostico in vitro e deve ser utilizado por individuos
com a formacédo adequada. Devem ser tomadas precaugdes contra os perigos dos riscos
microbioldgicos, esterilizando adequadamente as amostras, os recipientes e os meios apos
a utilizagdo. As instrugdes devem ser lidas e seguidas com cuidado. Consulte a Ficha de
Dados de Seguranga para obter informagées adicionais.

Qualquer ocorréncia de um incidente grave relacionada com o dispositivo devera ser
comunicada ao fabricante e a autoridade reguladora relevante no local em que o utilizador
e/ou doente reside.

6. ARMAZENAMENTO
Armazenar o produto no seu recipiente original a 20-25 °C até a sua utilizagéo.
7. DETERIORACAO DO PRODUTO

Este produto ndo deve ser utilizado se (1) a cor tiver deixado de ser amarelo ou vermelho,
(2) a data de validade tiver expirado ou (3) se existirem outros sinais de deterioragao.

8. COLHEITA, ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

As amostras devem ser colhidas e manuseadas seguindo as diretrizes recomendadas.*®

9. MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

13.1  Teste os controlos positivos e negativos com cada novo nimero de lote de corantes
e semanalmente a partir dai para verificar a eficacia do reagente e garantir que
o procedimento de descoloragéo é realizado corretamente.®

13.2 Para obter os resultados mais fiaveis, retire os isolados de amostras clinicas de uma
cultura de 18-24 horas realizada em meio ndo seletivo.®

13.3 Nao aquega excessivamente os esfregagos ao fixar as laminas. O aquecimento
excessivo causara uma coloragao atipica.®®

13.4 Os microrganismos Gram-positivos contidos numa amostra podem parecer
Gram-negativos se o doente estiver a receber uma terapéutica antimicrobiana.®

13.5 O cristal violeta precipitado pode apresentar formas cocoides ou elementos fungicos,
bem como outros artefactos ou material de fundo.®

14. BIBLIOGRAFIA
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Mittwer, T., J.W. Bartholomew, and B.J. Kallman. 1950. Stain Technol. 25:169-179.
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Forbes, B.A., D.F. Sahm, and A.S. Weissfeld. 2007. Bailey and Scott’s Diagnostic
Microbiology. 12th ed. Mosby Elsevier, St. Louis, MO

5. Garcia, L.S. 2010. Clinical Microbiology Procedures Handbook. 3rd ed., American
Society for Microbiology, Washington, D.C.
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15. LEGENDA DOS SiMBOLOS

Lol

Numero de catalogo

Dispositivo médico para diagnostico in vitro

Consultar as Instrugdes de utilizagdo (IFU)

Limites de temperatura (temperatura de armazenamento)

Contém quantidade suficiente para <N> testes

N&o utilizar se a embalagem estiver danificada

Cddigo do lote (niumero do lote)

(1) Dispositivo de esterilizagdo de ansas, (2) ansa de inoculagéo, zaragatoas, recipientes
de colheita, (3) Incubadoras, sistemas ambientais alternativos, (4) meios suplementares,
(5) microrganismos de controlo de qualidade, (6) Violeta cristal de Gram (R40052),
(7) Descolorante de Gram (R40054), (8) Safranina de Gram (R40058), (9) laminas de
vidro, (10) bico de Bunsen ou aquecedor de laminas, (11) microscopio, éleo de imerséo,
(12) suporte de coloragao, (13) metanol (opcional).

10.  PROCEDIMENTO

Adicione o concentrado de lodo de Gram ao diluente. A cada frasco de 250 ml de diluente,
adicione um tubo de 2,5 ml de concentrado. A cada galdo de diluente, adicione um tubo
de 40 ml de concentrado. Misture bem. Utilize lodo de Gram no prazo de 3 meses apos
a reconstituigdo.

10.1 Faga um esfregacgo fino do material para estudo sobre uma lamina de vidro. Deixe a
lamina secar completamente ao ar ou utilize um aquecedor de laminas. Fixe a lamina
passando 3 ou 4 vezes pela chama de um bico de Bunsen ou inunde o esfregago
com metanol e deixe evaporar.

10.2  Coloque a lamina num suporte de coloracéo e cubra com Violeta cristal de Gram por
1 minuto.

10.3 Lave bem com agua e cubra com mordente de lodo de Gram por 1 minuto.

u Prazo de validade
j\/;i% Manter afastado da luz solar

Indicador de dispositivo exclusivo

EC | REP Mandatario na Comunidade Europeia
EE Conformidade do Reino Unido avaliada

Avaliagdo de Conformidade Europeia

“ Fabricante

12076 Santa Fe Trail Drive
Lenexa, KS 66215, EUA

www.thermofisher.com/microbiology
(800) 255-6730 Internacional: (913) 888-0939

Para obter informagdes técnicas, contacte o seu distribuidor local.
CAS (N.° do Chemical Abstracts Service Registry)

Fabricado para Remel Inc.
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R40056, GIramMOV jOU.............oveereeeeereereeeeeeeeeeseeeeeeseereees 250 ml/flasa, EA
R40057,Gramovjod..... .250 ml/ffasa, 5/balenie
RA0077, GramMOV JOU..........ovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3,785

1. URCENE POUZITIE

Cinidlo/suprava &inidiel pouzivané v technike na diferenciaciu gram-negativnych
a gram-pozitivnych mikroorganizmov.

Pomécka je uréena len na profesionalne pouZzitie a nie je uréena na samotestovanie.

2. ZHRNUTIE A VYSVETLENIE

Metddu farbenia podla Grama vyvinul v roku 1884 dansky bakteriolég Christian
Gram na odliSenie bakterialnych buniek od infikovaného tkaniva." Neskor sa
zistilo, Ze zloZenie bakterialnej bunkovej steny bolo kld¢om k farbeniu podla
Grama a po farbeni sa rozlisili baktérie na dve skupiny na zaklade farby buniek.
Odvtedy doslo k mnohym modifikaciam povodnej techniky.?3

3.  PRINCIP

Primarnym farbivom je krystalova violet, zakladné farbivo, ktoré prijimaju
vSetky baktérie vdaka svojej schopnosti rychlo prenikat cez bunkovu stenu.
Farbi protoplast baktérii do fialova. Zmes draslika ajodu je moridlo, ktoré
vytvara v bunke komplexy s primarnym farbivom. V gram-pozitivnych bunkach
je komplex krystalovej violeti a j6du zachyteny v bunke v désledku znizenia
priepustnosti bunkovej steny spdsobeného alkoholovou dehydrataciou. Gram-
pozitivne bunky su sfarbené do fialova. V gram-negativnych bunkach je komplex
odstraneny odfarbovacom v désledku zvySenia priepustnosti spdsobenej
rozpustnostou lipidov v alkohole. Pouzité kontrastné farbivo musi mat kontrastnu
farbu k primarnemu farbivu a v tomto pripade je to safranin, ktory farbi gram-
negativne bunky na ¢erveno.

4. CINIDLA

Jodid draselny (CAS 7681-11-0).....cceriiririiieiiiieie e 6,69
Jod (CAS 7553-56-2).....c.cccvvveneerannnns ..3,3¢g
Demineralizovanavoda(CAS7732-18-5)......cccciiiiiieiiiiie e 990,0 ml

5. BEZPECNOSTNE OPATRENIA

10.4 Zalejte Gramovym odfarbovaéom, pokym rozpustadlo vytekajuce
z podlozného sklicka nie je bezfarebné (10 — 30 sekdnd).

10.5 Oplachnite vodou a pretrite Gramovym safraninom na 30 sekund.
10.6 Oplachnite vodou a nechajte uschnut na vzduchu.

11.  INTERPRETACIA
Gram-pozitivne organizmy sa farbia do fialova.
Gram-negativne organizmy sa farbia do ¢ervena.

12. KONTROLA KVALITY

VSetky Cisla Sarzi Gramovho jodu sa testovali a zistilo sa, Ze poskytuju prijatelné
vysledky farbenia, ako je uvedené v Casti Interpretacia. Pozitivne a negativne
kontrolné sklicka by sa mali testovat pred pouzitim novych Cisel Sarzi farbiv
a odfarbovacieho ¢inidla a nasledne aspori raz tyzdenne. Ak sa zistia odchylky
vo vysledkoch kontroly kvality, vysledky pacientov nie je mozné pouzit.

13.  OBMEDZENIA

13.1 Testujte pozitivne a negativne kontroly s kazdym novym cislom Sarze
farbiv a nasledne kazdy tyzden, aby ste overili G€innost €inidla a zaistili, ze
sa postup odfarbovania vykonava spravne.®

13.2 Ak chcete ziskat najspolahlivejSie vysledky, izolaty z klinickych vzoriek
odstranite z 18 — 24-hodinovej kultury rasticej na neselektivnom médiu.®

13.3 Pri fixacii sklicok neprehrievajte natery. Nadmerné zahrievanie spdsobi
atypické zafarbenie.®®

13.4 Gram-pozitivne organizmy obsiahnuté vo vzorke sa mézu javit ako gram-
negativne, ak je pacient na antimikrobialnej liecbe.®

13.5 Vyzrazana krystalova violet sa moéze javit v podobe kokoidnych tvarov
alebo hubovych elementov, ako aj inych artefaktov & podkladového
materialu.’

14. ZDROJE

1. Bartholomew, J.W. and T. Mittwer. 1952. Bacteriol. Rev. 16:1-29.

2. Mittwer, T., J.W. Bartholomew, and B.J. Kallman. 1950. Stain Technol.
25:169-179.

3. Bartholomew J.W. and T. Mittwer. 1951. Stain Technol. 26:231-240.

4. Forbes, B.A., D.F. Sahm, and A.S. Weissfeld. 2007. Bailey and Scott’s
Diagnostic Microbiology. 12th ed. Mosby Elsevier, St. Louis, MO

5. Garcia, L.S. 2010. Clinical Microbiology Procedures Handbook. 3rd ed.,
American Society for Microbiology, Washington, D.C.

6. Mangels, J.I., M.E. Cox, and L.H. Lindberg. 1984. Diagn. Microbiol. Infect.
Dis. 2:129-137.

15.  VYSVETLENIE SYMBOLOV

Tento produkt je uréeny na diagnostické pouzitie in vitro a mali by ho pouzivat
riadne vyskolené osoby. Po pouziti by sa mali prijat preventivne opatrenia
proti nebezpe€enstvam suvisiacim s mikrobiologickymi rizikami, a to spravnou
sterilizaciou vzoriek, nadob a médii. Starostlivo si precitajte a dodrziavajte
pokyny. DalSie informacie najdete v karte bezpecnostnych udajov.

Akakolvek zavazna udalost, ktora sa vyskytla v suvislosti s poméckou, sa musi
oznamit’ vyrobcovi a prislusnému regulatnému organu, ku ktorému patri sidlo
pouzivatela a/alebo pacienta.

6. UCHOVAVANIE
Produkt az do pouzitia uchovavajte v pévodnej nadobe pri teplote 20 — 25 °C.

7. ZNEHODNOTENIE PRODUKTU

Tento produkt sa nema pouzivat, ak (1)sa zmenila farba z Zlto-Cervene;j,
(2) uplynul datum exspiracie alebo (3) su pritomné iné znamky znehodnotenia.

8. ODBER, UCHOVAVANIE A PREPRAVA VZORIEK

Vzorky by sa mali odoberat a malo by sa s nimi zaobchadzat podla odporuc¢anych
smernic.*5

9. MATERIALY POZADOVANE, ALE NEDODAVANE

(1) pomocka na sterilizaciu sluciek, (2) ockovacia slu¢ka, tampony, odberové
nadoby, (3) inkubatory, alternativne environmentalne systémy, (4) dopinkové
média, (5) organizmy na kontrolu kvality, (6) Gramova krystalova violet (R40052),
(7) Gramov odfarbovac (R40054), (8) Gramov safranin (R40058), (9) podlozné
skli¢ka, (10) Bunsenov horak alebo ohrievac skli¢ok, (11) mikroskop, imerzny
olej, (12) stojan na farbenie, (13) metanol (volitelné).

10. POSTUP

Pridajte koncentrat Gramovho jédu do rozpustadla. Do kazdej 250 ml flasky

s rozpustadlom pridajte jednu 2,5 ml skimavku koncentratu. Do kazdého 3,785 |

rozpustadla pridajte jednu 40 ml skimavku koncentratu. Dobre premieSajte.

Gramov jod pouzite do 3 mesiacov po rekonstitucii.

10.1  Vytvorte tenky nater skimaného materialu na podlozné sklicko. Nechajte
sklicko uplne vyschnut na vzduchu alebo pouzite ohrieva¢ sklicok.
Zafixujte sklicko tak, Zze 3- alebo 4-krat prejdete cez plameri Bunsenovho
horaka alebo zalejete nater metanolom a nechate ho odparit.

10.2 Umiestnite skli¢ko na stojan na farbenie a naneste nann Gramovu krystalovu
violet na 1 minutu.

10.3 Dokladne umyte vodou a na 1 mindtu naneste moridlo Gramov jod.

Katalégové ¢islo

Diagnosticka zdravotnicka pomdcka in vitro

Pozrite si ndvod na pouZitie

Teplotny limit (Teplota uchovavania)

Obsah dostatocny pre <N> testov

NepouZivajte, ak je balenie poskodené

Kod garze (Cislo $arze)

o~ [=[F]E

Datum spotreby (Datum exspiracie)

\A
S
N

A Chrénte pred slnecnym svetlom
Jedinec¢ny indikator pomdcky
Autorizovany zastupca v Eurépskom spolocenstve

Posudzovanie zhody v Spojenom kralovstve

Eurdpske posudzovanie zhody
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12076 Santa Fe Trail Drive
Lenexa, KS 66215, USA

“ www.thermofisher.com/microbiology
(800) 255-6730 Medzinarodné: (913) 888-0939

Ak potrebujete technické informécie, kontaktujte svojho miestneho distributora.
CAS (Registracné ¢islo sluzby chemickych abstraktov)
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1. USO PREVISTO

Reactivo/conjunto de reactivos que se utiliza en una técnica destinada a diferenciar los
microorganismos grampositivos y gramnegativos.

El dispositivo es solo para uso profesional y no esta destinado al autodiagndstico.

2. RESUMEN Y EXPLICACION

El método de tincion de Gram fue desarrollado en 1884 por el bacteridlogo danés Christian
Gram para diferenciar las células bacterianas del tejido infectado’. Mas tarde, se descubrié que
la composicion de la pared celular bacteriana era la clave de la tincion de Gram y servia para
diferenciar las bacterias en dos grupos segun el color de las células después de la tincion. Desde
ese momento, se han introducido muchas modificaciones en la técnica original?®.

3. PRINCIPIO

La tincion principal se realiza con violeta cristal, un tinte basico que tifie todas las bacterias
por su capacidad para permear rapidamente la pared celular. Tifie el protoplasto de las
bacterias de color purpura. La mezcla de potasio y yodo es el mordente que forma complejos
con el tinte principal en las células. En las células grampositivas, el complejo de violeta
cristal y yodo queda atrapado en la célula a causa de la disminucion de la permeabilidad de
la pared celular provocada por la deshidratacion del alcohol. Las células grampositivas se
tifen de color purpura. En las células gramnegativas, el decolorante elimina el complejo a
causa de un aumento de la permeabilidad debido a la solubilidad de los lipidos en alcohol. Es
necesario utilizar la contratincion con un color que contraste con el de la tincion principal. En
este caso, se utiliza safranina, que tifie las células gramnegativas de color rojo.

4. REACTIVOS

Yoduro de potasio (CAS 7681-11-0)......cc.ereruriiiieiesieeierie e 6,69
YOO (CAS 7553-56-2)......cuttiieuieiiiteeeit ettt ettt ettt ettt b 3,3g
Aguadesmineralizada (CAS 7732-18-5).......cccueiiiiiieiiiiee st 990,0 ml

5. PRECAUCIONES

Este producto es para uso diagndstico in vitro y debe ser utilizado por personas con
formacién adecuada. Es necesario tomar precauciones contra los peligros microbiolégicos
mediante la esterilizacion correcta de las muestras, los envases y los medios después del
uso. Es necesario leer las instrucciones y seguirlas atentamente. Consulte la Hoja de datos
de seguridad para obtener mas informacién.

Cualquier incidente grave que se produzca en relacion con el producto se debe notificar al
fabricante y a la autoridad reguladora pertinente donde esté establecido el usuario o el paciente.
6. ALMACENAMIENTO

Almacenar el producto en su envase original a 20-25 °C hasta que se vaya a utilizar.

7. DETERIORO DEL PRODUCTO

Este producto no se debe utilizar si (1) el color ha cambiado respecto al amarillo rojizo;
(2) se ha superado la fecha de caducidad; o (3) se observan otros signos de deterioro.

8. RECOGIDA, ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE DE MUESTRAS
Es necesario recoger y manipular las muestras segun las directrices recomendadas*®.

9. MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

(1) Dispositivo de esterilizacion de asas; (2) asa de inoculacion, hisopos, recipientes de
recogida; (3) incubadoras, sistemas ambientales alternativos; (4) medios suplementarios;
(5) organismos de control de calidad; (6) violeta cristal de Gram (R40052); (7) decolorante
de Gram (R40054); (8) safranina de Gram (R40058); (9) portaobjetos de vidrio; (10) mechero
Bunsen o calentador de portaobjetos; (11) microscopio, aceite de inmersion; (12) gradilla de
tincion; (13) metanol (opcional).

10.  PROCEDIMIENTO

Afiada concentrado de yodo de Gram al diluyente. Aflada un tubo de 2,5 ml de concentrado
a cada frasco de 250 ml de diluyente. Afiada un tubo de 40 ml de concentrado a cada galén
de diluyente. Mezcle bien. Utilice el yodo de Gram dentro del plazo de 3 meses después de
la reconstruccion.

10.1  Frote el material que desee estudiar sobre un portaobjetos de vidrio para depositar
una pelicula fina. Deje secar el portaobjetos al aire completamente o utilice un
calentador de portaobjetos. Fije el portaobjetos pasandolo 3 o 4 veces por la llama
de un mechero Bunsen o inunde el frotis con metanol y deje que se evapore.

10.2 Coloque el portaobjetos en una gradilla de tincién y cubralo con violeta cristal de
Gram durante 1 minuto.

10.3  Lavelo a fondo con agua y recubralo con mordente de yodo de Gram durante 1 minuto.

10.4 Inunde con decolorante de Gram hasta que el solvente fluya incoloro del portaobjetos
(10-30 segundos).

10.5 Enjuague con agua y recubra con safranina de Gram durante 30 segundos.
10.6 Enjuague con agua y deje secar al aire.
11. _ INTERPRETACION

Los organismos grampositivos se tifien de color purpura.

Los organismos gramnegativos se tifien de color rojo.

12.  CONTROL DE CALIDAD

Todos los numeros de lote de yodo de Gram han sido probados y se ha encontrado que dan
lugar a resultados de tincién aceptables tal como se describe en la seccion Interpretacion.
Es necesario probar portaobjetos de control positivos y negativos antes de usar nuevos
numeros de lote de reactivos de tincién y decoloraciéon y al menos una vez por semana
a partir de entonces. Si se observan resultados de control de calidad anémalos, no se deben
notificar resultados de los pacientes.

13.  LIMITACIONES

13.1  Pruebe controles positivos y negativos con cada nuevo nimero de lote de las tinciones
y semanalmente a partir de entonces para comprobar la eficacia de los reactivos
y garantizar que se realiza el procedimiento de decoloracion correctamente®.

13.2 Para obtener los resultados mas fiables, retire los aislados de muestras clinicas de un
cultivo de 18-24 horas realizado sobre un medio no selectivo®.

13.3  No caliente en exceso los frotis al fijar los portaobjetos. Un calentamiento excesivo
provocara una tincion atipica®®.

13.4 Los organismos grampositivos de una muestra pueden parecer gramnegativos si el
paciente esta siguiendo un tratamiento antimicrobiano®.

13.5 El violeta cristal precipitado puede presentar formas cocoides o de elementos
fungicos y otros artefactos o material de fondo®.

14. _ BIBLIOGRAFIA

Bartholomew, J.W. and T. Mittwer. 1952. Bacteriol. Rev. 16:1-29.

Mittwer, T., J.W. Bartholomew, and B.J. Kallman. 1950. Stain Technol. 25:169-179.

Bartholomew J.W. and T. Mittwer. 1951. Stain Technol. 26:231-240.

Forbes, B.A., D.F. Sahm, and A.S. Weissfeld. 2007. Bailey and Scott’s Diagnostic
Microbiology. 12th ed. Mosby Elsevier, St. Louis, MO

5. Garcia, L.S. 2010. Clinical Microbiology Procedures Handbook. 3rd ed., American
Society for Microbiology, Washington, D.C.

6. Mangels, J.I., M.E. Cox, and L.H. Lindberg. 1984. Diagn. Microbiol. Infect.Dis. 2:129-137.
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GRAM IODINE

Art.nr R40056, gramjod. ....250 ml/flaska, styck
Art.nr R40057, gramjod 250 mi/flaska, 5/férpackning
Art.nr RA0077, gramjod.......ccooiiiiiiiiiiieciciie e Gallon
1. AVSEDD ANVANDNING

Ett reagens/en reagensuppséttning som anvands i en teknik for differentiering av
gramnegativa och grampositiva mikroorganismer.

Mediet ar endast avsett for professionellt bruk och ar inte avsett for sjalvtestning.

2. SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Gramfargningsmetoden utvecklades 1884 av den danske bakteriologen Christian Gram
for att differentiera bakterieceller fran infekterad vavnad." Senare upptacktes det att
den bakteriella cellvaggens sammansattning var nyckeln till gramfargningen och skulle
differentiera bakterier i tva grupper baserat pa cellfarg efter fargning. Sedan dess har det
skett manga modifieringar av den ursprungliga tekniken.?3

3. PRINCIP

Den primara fargen ar kristallviolett, ett grundldggande fargdmne som tas upp av alla bakterier
tack vare dess férmaga att snabbt tranga igenom cellvaggen. Det fargar protoplasten hos
bakterier lila. Kalium-jodblandningen ar betningsmedlet som komplexbinder med den priméara
fargen i cellen. | grampositiva celler fangas kristallviolett-jodkomplexet i cellen pa grund av en
minskning av cellvaggens permeabilitet orsakad av alkoholdehydrering. Grampositiva celler
fargas lila. | gramnegativa celler avlagsnas komplexet av avfargningsmedlet pa grund av
en 6kning av permeabiliteten orsakad av I6sligheten av lipiderna i alkohol. Motfargen som
anvands maste vara en kontrasterande férg till den primara fargen och i detta fall ar det
safranin som fargar gramnegativa celler roda.

4. REAGENS

Kaliumjodid (CAS 7681-11-0).....c.eeueiieuieiieieiieiieieee ettt ere e 6,69
JOA (CAS 7553-56-2)......ccueeueeieieiieieee ettt sttt sttt sttt ettt ene e 3,39
Avmineraliserat vatten (CAS 7732-18-5).......ccoiiiiiiiiiie e 990,0 ml

5. FORSIKTIGHETSATGARDER

Den har produkten ar avsedd for in vitro-diagnostik och ska anvandas av korrekt utbildade
personer. Forsiktighetsatgarder bor vidtas mot farorna med mikrobiologiska risker genom
noggrann sterilisering av prover, behallare och medier efter anvandning. Instruktioner ska
lasas och foljas noggrant. Se sakerhetsdatabladet for ytterligare information.

Eventuella allvarliga incidenter som intraffar i samband med anvandning av produkten ska
rapporteras till tillverkaren och relevant tillsynsmyndighet i det omrade dar anvandaren
och/eller patienten ar etablerad.

6. FORVARING

Forvara produkten i originalbehallaren vid 20-25 °C tills den ska anvandas.

7. FORSAMRING AV PRODUKTEN

Den héar produkten ska inte anvandas om (1) fargen inte langre ar gulrdd,
(2) utgangsdatumet har passerat eller (3) det finns andra tecken pa forsamring.

8. INSAMLING, FORVARING OCH TRANSPORT AV PROVER

Prover ska samlas in och hanteras enligt rekommenderade riktlinjer.*®

9. MATERIAL SOM KRAVS MEN INTE TILLHANDAHALLS

(1) Steriliseringsutrustning for 6gla, (2) inokuleringsdgla, provpinnar, insamlingsbehallare,
(3) inkubatorer, alternativa miljésystem, (4) kompletterande medier, (5) organismer for
kvalitetskontroll, (6) gramkristallviolett (R40052), (7) gramavfargningsmedel (R40054),
(8) gramsafranin (R40058), (9) objektglas, (10) bunsenbrannare eller objektglasvarmare,
(11) Mikroskop, Immersionsolja, (12) fargningsrack och (13) metanol (valfritt).

10. FORFARANDE

Tillsatt gramjodkoncentrat till spadningsmedlet. Tillsatt ett 2,5 ml rér med koncentrat i varje
250 ml flaska med spadningsmedel. Tillsatt ett 40 ml rér med koncentrat i varje gallon
med spadningsmedel. Blanda val. Anvand gramjod inom 3 manader efter beredning.

10.1  Gor ett tunt utstryk av det aktuella materialet pa en glasskiva. Lat objektglaset
lufttorka helt eller anvand en objektglasvarmare. Fixera objektglaset genom att
lata det passera genom lagan pa en bunsenbrannare 3 eller 4 ganger eller fyll
cellprovet med metanol och lat det avdunsta.

10.2 Placera objektglaset pa ett fargningsrack och éverlagg med gramkristallviolett i 1 minut.
10.3 Tvatta noggrant med vatten och éverlagg med gramjodbetningsmedel i 1 minut.

10.4 Fyll pa med gramavfargningsmedel tills I6sningsmedlet rinner farglést fran
objektglaset (10-30 sekunder).

10.5 Skolj med vatten och dverlagg med gramsafranin i 30 sekunder.
10.6  Skolj med vatten och lat lufttorka.

11.  TOLKNING

Grampositiva organismer fargas lila.

Gramnegativa organismer fargas réda.

12.  KVALITETSKONTROLL

Alla partinummer av gramjod har testats och visat sig ge acceptabla fargningsresultat
enligt listan i avsnittet Tolkning. Positiva och negativa kontrollobjektglas bor testas fore
anvandning av nya partinummer av farger och avfargningsreagens samt minst en gang
i veckan darefter. Om avvikande kvalitetskontrollresultat noteras ska patientresultat inte
rapporteras.

13.  BEGRANSNINGAR

13.1 Testa positiva och negativa kontroller med varje nytt partinummer av fargningar
och varje vecka darefter for att verifiera reagenseffektiviteten och sakerstalla att
avfargningsforfarandet utfors korrekt.®

13.2 Avlagsna kliniska provisolat fran en 18-24 timmars odling som vaxer pa icke-
selektivt medium for att erhalla de mest tillforlitliga resultaten.®

13.3 Overhetta inte cellprover vid fixering av objektglas. Overdriven uppvéarmning
orsakar atypisk fargning.>¢

13.4 Grampositiva organismer som finns i ett prov kan verka gramnegativa om
patienten genomgar antimikrobiell behandling.®

13.5 Utfalld kristallviolett kan upptrada som kokoidformer eller svampelement, saval
som andra artefakter eller bakgrundsmaterial.®
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