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Gram Stain Kit 1 Kat. nr.
Gram Crystal Violet Til differentialfarvning af bakterier. 1x250 mL 212539
Gram lodine (stabiliseret) 1 x 250 mL
Gram Decolorizer 1x250 mL
Gram Safranin 1x 250 mL
Gram Crystal Violet Til farvning af mikroorganismer vha. den differentiale Gram-metode. 4 x 250 mL 212525
1x3,8L 212526
Gram lodine (stabiliseret) Til farvning af mikroorganismer vha. den differentiale Gram-metode. 4 x 250 mL 212542
1x3,8L 212543
Gram Decolorizer Til farvning af mikroorganismer vha. den differentiale Gram-metode. 4 x 250 mL 212527
1x3,8L 212528
Gram Safranin Til farvning af mikroorganismer vha. den differentiale Gram-metode. 4 x 250 mL 212531
1x3,8L 212532
Gram Basic Fuchsin Til farvning af mikroorganismer vha. den differentiale Gram-metode. 4 x 250 mL 212544
1x3,8L 212545
TILSIGTET ANVENDELSE

Gram Stain Kits og reagenser bruges til farvning af mikroorganismer fra dyrkninger eller praver vha. den differentiale Gram-metode.

OVERSIGT OG FORKLARING

Gram-farvningen blev udtaenkt i 1884 af Christian Gram i et forsag pa at differentiere bakterieceller fra inficeret veev. Selvom Gram
observerede det, der nu kaldes “Gram-reaktionen”, opdagede han ikke den taksonomiske veerdi af sin teknik.

Gram-farvning bruges nu til at differentiere intakte, morfologisk lignende bakterier i to grupper baseret pa cellefarve efter farvning.
Derudover er celleform, -starrelse og strukturelle detaljer tydelige. En sadan indledende information giver vigtige tegn pa de(n)
type(r) organisme(r), der er til stede, samt de teknikker, der er pakraevet for at karakterisere dem.

Da uorganisk jod hurtigt oxideres og mister dets effektivitet som bejdsemiddel,” er Gram Stain Kit (Kat. nr. 212539) anderledes end
Grams oprindelige formel, da det indeholder et mere stabilt, organisk jodkompleks, L-polyvinylpyrrolidon-jod.

PROCEDURENS PRINCIPPER

Gram-farvningsproceduren? bestar af:

Farvning af en fikseret udstrygning med krystalviolet.

Tilseetning af jod som bejdsemiddel.

Affarvning af den primeere farvning med alkohol/acetone og modfarvning med safranin eller basisfuchsin.

Et krystalviolet jodkompleks dannes i protoplasten (ikke celleveeggen) pa alle organismer, der farves ved denne procedure.
Organismer, der er i stand til at bevare dette farvekompleks efter affarvning, klassificeres som grampositive, mens de, der kan
affarves og modfarves, klassificeres som gramnegative.

Ved spraengning eller fiernelse af celleveeggen kan protoplasten i grampositive (savel som gramnegative) celler affarves, hvorved
den grampositive egenskab gar tabt. Derfor lader til det, at Gram-farvningens mekanisme er relateret til tilstedeveerelsen af en intakt
cellevaeg, der kan fungere som barriere for affarvning af den primaere farvning.

Cellevaeggen er generelt ikke-selektivt permeabel. Der teoretiseres om, at celleveeggen pa grampositive celler dehydreres af
alkoholen i affarvningsmidlet under Gram-farvningen og derved mister sin permeabilitet, sa den bevarer den primeere farvning.
Cellevaeggen pa de gramnegative celler har derimod et hgjere fedtindhold og bliver mere permeable, nar de behandles med alkohol,
hvilket resulterer i, at den primaere farvning gar tabt.

Den molekyleere basis for Gram-farvningen er endnu ikke bestemt.



REAGENSER
Cirka indhold* pr. liter

Gram Crystal Violet
PRIMAR FARVNING

KrystalVviolet ..o 3,09
1SOProPaNOl ........vvviieeeeeeciieeee e 50,0 mL
Ethanol/methanol ..

Destilleret vand ...........ccocovieiieiiiiiiiiiee s 900,0 mL

Gram lodine
BEJDSEMIDDEL
(Arbejdsoplasning klargjort af Gram Diluent og
Gram lodine 100X)
JodKrystaller ..o 3,3g
Kaliumjod .
Destilleret vand ..............ccoocvvveeeeiiiiiiiiee e 1,0L

Stabilized Gram lodine
BEJDSEMIDDEL

Gram Decolorizer
AFFARVNINGSMIDDEL
ACEIONE ....ooiiieiiee e 250,0 mL
1SOPrOPaNOl .......cvvviieeeeeeciiee e 750,0 mL

Gram Safranin
MODFARVNING

Safranin O-pulver (aegte farvestof)...........ccccceee 4049
Ethanol/methanol ..............cccccoeveiiiiiieiiee, 200,0 mL
Destilleret vand .............cccoccevveeiiiiiicciiiee e, 800,0 mL

Gram Basic Fuchsin
MODFARVNING
Basisfuchsin.....
Phenol..............
Isopropylalkohol ...
Destilleret vand

Polyvinylpyrrolidon-jodkompleks...................... 100,09
Kaliumjod .......oooiiiiiiiiieieee .
Destilleret vand

*Justeret og/eller supplementeret som pakreevet for at leve op til ydelseskriterier.
Advarsler og forholdsregler: Til in vitro diagnostik.
Der kan med tiden dannes let bundfald i Gram Basic Fuchsin. Dette pavirker ikke produktydelsen.

BD BBL Gram Crystal Violet (212525, 212526)
Advarsel

&

H332 Farlig ved indanding. H351 Misteenkt for at fremkalde kreeft. H402 Skadelig for vandlevende organismer. H412 Skadelig for
vandlevende organismer, med langvarige virkninger.

P201 Indhent seerlige anvisninger fgr brug. P202 Anvend ikke produktet, fgr alle advarsler er leest og forstaet. P261 Undga
indanding af pulver/rag/gas/tage/damp/spray. P271 Brug kun udendgrs eller i et rum med god udluftning. P273 Undga udledning

til milizet. P280 Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse. P304+P340 VED INDANDING: Flyt
personen til et sted med frisk luft og serg for, at vejrtraekningen lettes. P308+P313 VED eksponering eller mistanke om eksponering:
Sag leegehjeelp. P312 | tilfeelde af ubehag, ring til en GIFTINFORMATION eller en laege. P405 Opbevares under las. P501
Indholdet/beholderen bortskaffes i henhold til alle lokale, regionale, nationale og internationale regulativer.

BD BBL Gram Decolorizer (212527, 212528)
Farligt

H225 Meget brandfarlig veeske og damp. H319 Forarsager alvorlig gjenirritation. H336 Kan forarsage slgvhed eller svimmelhed.

P210 Holdes vaek fra varme, varme overflader, gnister, aben ild og andre antaendelseskilder. Rygning forbudt. P240 Beholder og
modtageudstyr jordforbindes/potentialudlignes. P241 Anvend eksplosionssikkert elektrisk/ventilations-/lysudstyr. P242 Anvend kun
veerktgj, som ikke frembringer gnister. P243 Traef foranstaltninger mod statisk elektricitet. P261 Undga indanding af pulver/rgg/gas/tage/
damp/spray. P264 Vask grundigt efter brug. P271 Brug kun udendgrs eller i et rum med god udluftning. P280 Beer beskyttelseshandsker/
beskyttelsestaj/ajenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse. P303+P361+P353 VED KONTAKT MED HUDEN (eller haret): Alt tilsmudset

tgj tages straks af. Skyl/brus huden med vand. P304+P340 VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft og sarg for, at
vejriraekningen lettes. P305+P351 VED KONTAKT MED GJNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. P312 | tilfeelde af ubehag,
ring til en GIFTINFORMATION eller en laege. P337+P313 Ved vedvarende gjenirritation: Sgg laegehjaelp. P338 Fjern eventuelle
kontaktlinser, hvis dette kan gares let. Fortsaet skylning. P370+P378 Ved brand: Anvend CO,, pulver eller vandspray til brandslukning.
P403+P233 Opbevares pa et godt ventileret sted. Hold beholderen taet lukket. P403+P235 Opbevares pa et godt ventileret sted.
Opbevares kgligt. P405 Opbevares under las. P501 Indholdet/beholderen bortskaffes i henhold til alle lokale, regionale, nationale og
internationale regulativer.



BD BBL Gram Safranin (212531, 212532)
Advarsel

H226 Brandfarlig vaeske og damp.

P210 Holdes vaek fra varme, varme overflader, gnister, aben ild og andre anteendelseskilder. Rygning forbudt. P241 Anvend
eksplosionssikkert elektrisk/ventilations-/lysudstyr. P280 Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/sjenbeskyttelse/
ansigtsbeskyttelse. P240 Beholder og modtageudstyr jordforbindes/potentialudlignes. P233 Hold beholderen teet lukket. P242
Anvend kun veerktgj, som ikke frembringer gnister. P243 Treef foranstaltninger mod statisk elektricitet. P303+P361+P353 VED
KONTAKT MED HUDEN (eller haret): Alt tilsmudset tgj tages straks af. Skyl/brus huden med vand. P370+P378 Ved brand: Anvend
CO,, pulver eller vandspray til brandslukning. P403+P235 Opbevares pa et godt ventileret sted. Opbevares kgligt. P501 Indholdet/
beholderen bortskaffes i henhold til alle lokale, regionale, nationale og internationale regulativer.

BD BBL Gram Stain Kit (212539)

H225 Meget brandfarlig veeske og damp. H226 Brandfarlig vaeske og damp. H315 Forarsager hudirritation. H319 Forarsager alvorlig
gjenirritation. H332 Farlig ved indanding. H336 Kan forarsage slgvhed eller svimmelhed. H351 Mistaenkt for at fremkalde kreeft.
H401 Giftig for vandlevende organismer. H402 Skadelig for vandlevende organismer. H412 Skadelig for vandlevende organismer,
med langvarige virkninger.

P201 Indhent seerlige anvisninger fgr brug. P202 Anvend ikke produktet, for alle advarsler er laest og forstédet. P210 Holdes vaek fra
varme, varme overflader, gnister, aben ild og andre antaendelseskilder. Rygning forbudt. P233 Hold beholderen taet lukket. P240
Beholder og modtageudstyr jordforbindes/potentialudlignes. P241 Anvend eksplosionssikkert elektrisk/ventilations-/lysudstyr. P242
Anvend kun veerktgj, som ikke frembringer gnister. P243 Treef foranstaltninger mod statisk elektricitet. P261 Undga indanding af
pulver/reg/gas/tage/damp/spray. P264 Vask grundigt efter brug. P271 Brug kun udenders eller i et rum med god udluftning. P273
Undga udledning til miljget. P280 Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse. P302+P352

VED KONTAKT MED HUDEN: Vask med rigeligt seebe og vand. P303+P361+P353 VED KONTAKT MED HUDEN (eller haret): Alt
tilsmudset tgj tages straks af. Skyl/brus huden med vand. P304+P340 VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft og
serg for, at vejrireekningen lettes. P305+P351+P338 VED KONTAKT MED GJNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan gares let. Fortsaet skylning. P308+P313 VED eksponering eller mistanke om eksponering:
Sag leegehjeelp. P312 | tilfeelde af ubehag, ring til en GIFTINFORMATION eller en lzege. P321 Seerlig behandling (se pa denne
etiket). P332+P313 Ved hudirritation: Sgg laegehjeelp. P337+P313 Ved vedvarende gjenirritation: Sgg laegehjeelp. P362+P364

Alt tilsmudset tgj tages af og vaskes inden genanvendelse. P370+P378 Ved brand: Anvend CO,, pulver eller vandspray til
brandslukning. P403+P233 Opbevares pa et godt ventileret sted. Hold beholderen teet lukket. P403+P235 Opbevares pa et godt
ventileret sted. Opbevares kgligt. P405 Opbevares under Ias. P501 Indholdet/beholderen bortskaffes i henhold til alle lokale,
regionale, nationale og internationale regulativer.

BD BBL Gram lodine (Stabilized) (212542, 212543)
Advarsel

H315 Forarsager hudirritation. H319 Forarsager alvorlig gjenirritation. H401 Giftig for vandlevende organismer.

P264 Vask grundigt efter brug. P280 Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.
P305+P351+P338 VED KONTAKT MED @JNENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis
dette kan ggres let. Fortsaet skylning. P321 Szerlig behandling (se pa denne etiket). P332+P313 Ved hudirritation: Seg laegehjeelp.
P337+P313 Ved vedvarende gjenirritation: S@g leegehjeelp. P350 Vask forsigtigt med rigeligt seebe og vand. P362+P364 Alt
tilsmudset tgj tages af og vaskes inden genanvendelse. P501 Indholdet/beholderen bortskaffes i henhold til alle lokale, regionale,
nationale og internationale regulativer.

Opbevaring: Opbevares ved 15-30 °C ved modtagelse. Udlgbsdatoen gaelder for produktet i uabnede flasker, nar de opbevares
som anvist. Ma ikke abnes, fgr den skal bruges.

Anvend den traditionelle Gram jod-arbejdsoplgsning inden for 3 maneder efter klarggring og serg for, at udlgbsdatoen ikke
overskrides for nogen af komponenterne.

Produktnedbrydning: Efter rekonstituering, ikke-stabiliseret Gram lodine kan forarsage variationer i Gram-farvningen, hvis der
ikke laengere er tilstraekkeligt med jod i opl@sningen. Beskyt jodoplasningen mod ungdig eksponering for luft, lys og varme, at
oplasningen yder korrekt bejdseaktivitet.

PROVEINDSAMLING OG -KLARGGRING

Pafar praven pa et rent objektglas pa en sddan made, at udstrygningen er tynd og jeevn. Emulgér kolonier fra en 18-24 timers
dyrkning i saltvand for at opna korrekt densitet.

Lad udstrygningen Iufttarre.



Fiksér udstrygningen pa objektglasset vha. en af fglgende teknikker:

1. Fiksér med varme ved at fgre objektglasset gennem en lav flamme 2-3 gange. Afkal objektglasset til stuetemperatur for
farvning. BEMAERK: Objektglasset ma ikke overophedes, da for meget varme vil forarsage atypisk farvning.

2. Fiksér med methanol ved at overheelde objektglasset med absolut methanol i 1-2 min. og skyl det i postevand fer farvning.3
BEM/AERK: For at fa en korrekt fiksering, skal absolut methanol opbevares i en brun flaske med skruehaette. Forny
arbejdsoplgsningen hver anden uge.

PROCEDURE

Klargering af reagens

Klarger den traditionelle Gram jod-arbejdsoplgsning ved at tilseette en hel 2,5 mL ampul Gram lodine 100X til 250 mL Gram Diluent
eller et helt 40 mL haetteglas Gram lodine 100X til 3,8 L Gram Diluent og bland det grundigt.

Vedlagte materialer: Gram Crystal Violet, Gram lodine eller Stabilized Gram lodine, Gram Decolorizer og Gram Safranin eller
Gram Basic Fuchsin.

Ngdvendige materialer, der ikke er vedlagt: Mikroskop-objektglas, bunsenbraender eller methanol, bakteriologisk Iakke, vatpinde,
treekpapir, mikroskop med olieimmersionslinse og Gram-objektglas.

Testprocedure:

Overheeld den fikserede udstrygning med primeer farve (Gram Crystal Violet) og lad den farve i 1 min.

Fjern den primaere farve ved forsigtigt at skylle med koldt postevand.

Overheeld objektglasset med bejdsemiddel (Gram lodine eller Stabilized Gram lodine) og lad det blive pa objektglasset i 1 min.
Fjern bejdsemidlet ved forsigtigt at skylle med koldt postevand.

Affarv (Gram Decolorizer) indtil den oplgsning, der Igber fra objektglasset, er farvelgs (3—60 sek.).

Skyl forsigtigt objektglasset i koldt postevand.

Overheeld objektglasset med modfarvning (enten Gram Safranin eller Gram Basic Fuchsin) og lad det farve i 30—-60 sek.

Skyl objektglasset med koldt postevand.

9. Dup med treekpapir eller papirserviet og lad det lufttgrre.

10. Undersgg udstrygningen under en olieimmersionslinse.

© N ok N2

Brugerkvalitetskontrol

Krav til kvalitetskontrol skal overholdes i overensstemmelse med gaeldende lokale og/eller nationale regulativer eller
akkrediteringskrav samt laboratoriets standardkvalitetskontrolprocedurer. Det anbefales at laese de relevante CLSI-retningslinjer og
CLIA-regulativer mht. passende kvalitetskontrolprocedurer.

Kar kontroller med BBL Gram Slide (Kat. nr. 231401) eller 18—24 timers dyrkninger af kendte grampositive og gramnegative
mikroorganismer. Fglgende teststammer anbefales:

Organisme ATCC Forventede resultater
Staphylococcus aureus 25923 grampositive kokker
Escherichia coli 25922 gramnegative stave

PROCEDURENS BEGRANSNINGER

Gram-farvningen giver kun indledende identificeringsinformation og er ikke en erstatning for dyrkningsunders@gelser af rgven.
Gram-farvningsresultater skal bekraeftes med yderligere procedurer sasom direkte antigentester og dyrkning pa medium.

Tidligere behandling med antibakterielle stoffer kan forarsage, at grampositive organismer fra en preve forekommer gramnegative.

Det anbefales at bruge en 18-24 timers dyrkning for at opna de bedste resultater, da friske celler har en hgjere affinitet end gamle
celler for de fleste farvestoffer. Dette gaelder specielt for mange sporeformere, som er staerkt grampositive, hvis de undersgges i
friske dyrkninger, men som senere bliver gramvariable eller gramnegative.

Gram-farvningsreaktionen sendres ved fysisk spreenging af den bakterielle cellevaeg eller protoplast. Cellevaeggene pa grampositive
bakterier indseetter en barriere, som forhindrer udvaskning af farvekomplekset fra cytoplasma. Cellevaegge pa gramnegative
bakterier indeholder fedt, der er oplgseligt i organiske oplgsningsmidler, og som derfor har fri adgang til at affarve cytoplasma.
Derfor vil en mikroorganisme, der fysisk er blevet gdelagt ved overophedning, ikke reagere med Gram-farvning som forventet.
“Det er ngdvendigt at felge proceduren og tolkningskriterierne omhyggeligt for at opna praecise resultater. Ngjagtighed afhaenger i
hej grad af mikrobiologens uddannelse og kunnen.”

Gram-farvningsresultater, inklusive morfologi af organismen, kan pavirkes af isolatets alder, bakterier indeholdende autolytiske
enzymsystemer, dyrkninger overfgrt fra medier indeholdende antibiotika samt prever indsamlet fra patienter pa antibiotika.*
“Baggrundsmateriale og artifakter kan ogsa interferere med tolkningen. Udfeeldet grampositiv farvning forekommer generelt som
irreguleere kokker-former eller som asters-typer, der ligner svampehyfer.”

FORVENTEDE RESULTATER OG PRASTATIONSKARATERISTIKA'*

Reaktion Med Gram Safranin Med Gram Basic Fuchsin
Grampositiv Sort-lilla celler Klart lilla til sort-lilla celler
Gramnegativ Lyserade til rade celler Klart lysergde til fuchsia-farvede celler
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Teknisk service og support: skal De kontakte den lokale BD repreesentant eller besag www.bd.com.
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vorsichtig handhaben. / EGBpauaTo. XeipioTeite 1o e rpocoxn. / Fragil. Manipular con cuidado. / Orn, kasitsege ettevaatlikult. / Fragile. Manipuler avec précaution.
/ Lomljivo, rukujte paZljivo. / Térékeny! Ovatosan kezelendd. / Fragile, maneggiare con cura. / CbiHfbiw, abainan naiiaanambiHsia. / =41 71% 71 418 2] / Trapu,
elkités atsargiai. / Trausls; rikoties uzmanigi / Breekbaar, voorzichtig behandelen. / @mtalig, handter forsiktig. / Krucha zawarto$¢, przenosi¢ ostroznie. / Fragil,
Manuseie com Cuidado. / Fragil, manipulati cu atentie. / Xpynkoe! O6paLuatbcsi ¢ ocTopoxHocTbio. / Krehké, vyZzaduje sa opatrna manipulacia. / Lomljivo - rukujte
pazljivo. / Brackligt. Hantera férsiktigt. / Kolay Kirilir, Dikkatli Taslyin. / TeHaitHa, 38epTatics 3 06epexHicTio / S i, /N

Australian Sponsor:

‘ Becton, Dickinson and Company Benex Limited Becton Dickinson Pty Lid.

7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire

4 Research Park Drive

Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland Macquarie University Research Park

North Ryde, NSW 2113
Australia

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
© 2017 BD. BD, and the BD Logo are trademarks of Becton, Dickinson and Company.
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