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Norsk
Gram Stain Kit 1 Kat. nr.
Gram Crystal Violet For differensialfarging av bakterier. 1 x 250 mL 212539
Gram lodine (stabilisert) 1 x 250 mL
Gram Decolorizer 1x250 mL
Gram Safranin 1x 250 mL
Gram Crystal Violet For farging av mikroorganismer med differensial-gram-metoden. 4 x 250 mL 212525
1x3,8L 212526
Gram lodine (stabilisert) For farging av mikroorganismer med differensial-gram-metoden. 4 x 250 mL 212542
1x3,8L 212543
Gram Decolorizer For farging av mikroorganismer med differensial-gram-metoden. 4 x 250 mL 212527
1x3,8L 212528
Gram Safranin For farging av mikroorganismer med differensial-gram-metoden. 4 x 250 mL 212531
1x3,8L 212532
Gram Basic Fuchsin For farging av mikroorganismer med differensial-gram-metoden. 4 x 250 mL 212544
1x3,8L 212545
BRUKSOMRADE

Gramfargingskit og reagenser brukes til & farge mikroorganismer fra kulturer eller praver med differensial-gram-metoden.

OPPSUMMERING OG FORKLARING

Gramfargingen ble utviklet i 1884 av Christian Gram i et forsgk pa a skille mellom bakterieceller og infisert vev. Selv om Gram
observerte det som na kalles "gramreaksjonen”, gjenkjente han ikke teknikkens taksonomiske verdi.

Gram-fargingen brukes na til & skille mellom intakte, morfologisk like bakterier i to grupper basert pa cellefarge etter farging.
Celleform, starrelse og strukturelle detaljer er ogsa synlige. Slik forelapig informasjon gir viktige holdepunkter for type organisme(r)
som forekommer og de videre teknikkene som kreves for & karakterisere dem.

Siden uorganisk jod oksideres raskt og mister sin effektivitet som et fargestoff,1 avviker gramfargingskittet (kat.nr. 212539) fra
Grams opprinnelige formulering ved at det tilbyr et mer stabilt organisk jodkompleks, L-polyvinylpyrrolidonjod.

PROSEDYREPRINSIPPER

Gramfargingsprosedyren? bestar av:

Farging av en fiksert celleprgve med krystallfiolett.

Pafering av jod som fargestoff.

Avfarge primaerfargen med alkohol/aceton og kontrastfarge med safranin eller basisfuchsin.

Et krystallfiolett jodkompleks dannes i protoplasten (ikke celleveggen) av alle organismer som er farget pa denne maten.
Organismer som kan beholde dette fargekomplekset etter avfarging er klassifisert som grampositive mens de som kan avfarges og
kontrastfarges klassifiseres som gramnegative.

Ved brudd eller fierning av celleveggen, kan protoplasten til grampositive (sa vel som gramnegative) celler avfarges og det
grampositive attributtet ga tapt. Dermed synes gramfargingens mekanisme a veere forbundet med nzerveeret av en intakt cellevegg
som kan fungere som en barriere for avfarging av primaerfargen.

Celleveggen er generelt sett ikke-selektivt giennomtrengelig. Det antas at celleveggen til grampositive celler dehydreres under
gramfargingsprosedyren av alkoholen i avfargingen og mister permeabilitet, og dermed beholder primeerfargen. Celleveggen til

de gramnegative cellene har imidlertid hgyere fettinnhold og blir lettere gjennomtrengelig nar behandlet med alkohol, noe som
medfarer tap av primeerfargen.

Det molekyleere grunnlaget for gramfargingen er enna ikke fastslatt.



REAGENSER
Tilneermet sammensetning* per liter

Gram Crystal Violet (gramkrystallfiolett)
PRIMARFARGING

Krystallfiolett..........oooiiiiee 3,09

Isopropanal .... ...50,0 mL

Etanol/metanol .. ...50,0 mL

Destillert vann ... 900,0 mL
Gram lodine (gramjod)

FARGESTOFF

(Arbeidslgsning klargjort av gramfortynningsmiddel og
gramjod 100X)

Jodkrystaller.........ccocoiiiiiie 3,39
Kaliumjod ......oooeeiiiiec e 6,69
Destillert vann ... 10L

Stabilized Gram lodine (stabilisert gramjod)

Gram Decolorizer (gramavfargingsmiddel)
AVFARGINGSMIDDEL

Gram Safranin (gramsafranin)
KONTRASTFARGE
Safranin-O-pulver (rent fargestoff) ............ccccce.. 4049
Etanol/metanol ..........cccccooviiiiiiiiiiiee 200,0 mL
Destillert vann ..., 800,0 mL

Gram Basic Fuchsin (grambasisfuchsin)
KONTRASTFARGE

Isopropylalkohol ..

FARGESTOFF
Polyvinylpyrrolidonjodkompleks.............c........ 100,0 g
Kaliumjod .
Destillert vann ...........cccoccvvveeiiiiiiiiiiee e 1,0L

*Justert og/eller tilsatt som nadvendig for & oppfylle studiekriteriene.

Advarsler og forsiktighetsregler: Ved in vitro-diagnostisk bruk.

Over tid kan det utvikles et fint presipitat i gram-basisfuchsin. Produktutfgrelse vil ikke bli pavirket.

BD BBL Gram Crystal Violet (212525, 212526)
Advarsel

&

H332 Farlig ved innanding. H351 Mistenkes for a kunne forarsake kreft. H402 Skadelig for liv i vann. H412 Skadelig, med
langtidsvirkning, for liv i vann.

P201 Innhent seerskilt instruks fgr bruk. P202 Skal ikke handteres fgr alle advarsler er lest og oppfattet. P261 Unnga innanding av
stov/rgyk/gass/take/damp/aerosoler. P271 Brukes bare utenders eller i et godt ventilert omrade. P273 Unnga utslipp til miljget. P280
Benytt vernehansker/verneklaer/vernebriller/ansiktsskjerm. P304+P340 VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og serg for at
vedkommende hviler i en stilling som letter andedrettet. P308+P313 Ved eksponering eller mistanke om eksponering: Sgk legehjelp.
P312 Kontakt et GIFTINFORMASJONSSENTER eller lege ved ubehag. P405 Oppbevares innelast. P501 Innhold/beholder skal
kasseres i henhold til lokale/regionale/nasjonale/internasjonale retningslinjer.

BD BBL Gram Decolorizer (212527, 212528)
Fare

Destillert vann ...........ccccooeeiivieeiiiiieeee e,

H225 Meget brannfarlig vaeske og damp. H319 Gir alvorlig ayeirritasjon. H336 Kan forarsake dgsighet eller svimmelhet.

P210 Holdes vekk fra varme/gnister/apen flamme/varme overflater. — Rayking forbudt. P240 Beholder og mottaksutstyr jordes/
potensialutlignes. P241 Bruk elektrisk materiell /ventilasjonsmateriell/belysningsmateriell som er eksplosjonssikkert. P242 Bruk bare
verktay som ikke avgir gnister. P243 Treff tiltak mot statisk elektrisitet. P261 Unnga innanding av stev/rayk/gass/take/damp/aerosoler.
P264 Vask grundig etter bruk. P271 Brukes bare utendgrs eller i et godt ventilert omrade. P280 Benytt vernehansker/vernekleer/
vernebriller/ansiktsskjerm. P303+P361+P353 VED HUDKONTAKT (eller haret): Tilsglte kleer ma fiernes straks. Skyll/dusj huden med
vann. P304+P340 VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og s@rg for at vedkommende hviler i en stilling som letter &ndedrettet.
P305+P351 VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. P312 Kontakt et GIFTINFORMASJONSSENTER
eller lege ved ubehag. P337+P313 Ved vedvarende gyeirritasjon: Sgk legehjelp. P338 Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette
enkelt lar seg gjgre. Fortsett skyllingen. P370+P378 Ved brann: Slukk med CO,, pulver eller vanntake. P403+P233 Oppbevares pé et
godt ventilert sted. Hold beholderen tett lukket. P403+P235 Oppbevares pa et godt ventilert sted. Oppbevares kjglig. P405 Oppbevares
innelast. P501 Innhold/beholder skal kasseres i henhold til lokale/regionale/nasjonale/internasjonale retningslinjer.



BD BBL Gram Safranin (212531, 212532)
Advarsel

H226 Brannfarlig vaeske og damp.

P210 Holdes vekk fra varme/gnister/apen flamme/varme overflater. — Rayking forbudt. P241 Bruk elektrisk materiell /
ventilasjonsmateriell/belysningsmateriell som er eksplosjonssikkert. P280 Benytt vernehansker/vernekleer/vernebriller/ansiktsskjerm.
P240 Beholder og mottaksutstyr jordes/potensialutlignes. P233 Hold beholderen tett lukket. P242 Bruk bare verktgy som ikke avgir
gnister. P243 Treff tiltak mot statisk elektrisitet. P303+P361+P353 VED HUDKONTAKT (eller haret): Tilsglte klaer ma fiernes straks.
Skyll/dusj huden med vann. P370+P378 Ved brann: Slukk med CO,, pulver eller vanntake. P403+P235 Oppbevares pa et godt ventilert
sted. Oppbevares kjglig. P501 Innhold/beholder skal kasseres i henhold til lokale/regionale/nasjonale/internasjonale retningslinjer.

BD BBL Gram Stain Kit (212539)

H225 Meget brannfarlig veeske og damp. H226 Brannfarlig vaeske og damp. H315 Irriterer huden. H319 Gir alvorlig @yeirritasjon.
H332 Farlig ved innanding. H336 Kan forarsake dgsighet eller svimmelhet. H351 Mistenkes for & kunne forarsake kreft. H401 Giftig
for liv i vann. H402 Skadelig for liv i vann. H412 Skadelig, med langtidsvirkning, for liv i vann.

P201 Innhent saerskilt instruks fer bruk. P202 Skal ikke handteres fgr alle advarsler er lest og oppfattet. P210 Holdes vekk fra
varme/gnister/apen flamme/varme overflater. — Rgyking forbudt. P233 Hold beholderen tett lukket. P240 Beholder og mottaksutstyr
jordes/potensialutlignes. P241 Bruk elektrisk materiell /ventilasjonsmateriell/belysningsmateriell som er eksplosjonssikkert. P242
Bruk bare verktgy som ikke avgir gnister. P243 Treff tiltak mot statisk elektrisitet. P261 Unnga innanding av stgv/rgyk/gass/take/
damp/aerosoler. P264 Vask grundig etter bruk. P271 Brukes bare utenders eller i et godt ventilert omrade. P273 Unnga utslipp

til miljget. P280 Benytt vernehansker/vernekleer/vernebriller/ansiktsskjerm. P302+P352 VED HUDKONTAKT: Vask med mye

sape og vann. P303+P361+P353 VED HUDKONTAKT (eller haret): Tilsglte klaer ma fijernes straks. Skyll/dusj huden med vann.
P304+P340 VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og serg for at vedkommende hviler i en stilling som letter &ndedrettet.
P305+P351+P338 VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser dersom
dette enkelt lar seg gjere. Fortsett skyllingen. P308+P313 Ved eksponering eller mistanke om eksponering: Sgk legehjelp. P312
Kontakt et GIFTINFORMASJONSSENTER eller lege ved ubehag. P321 Saerlig behandling (se pa etiketten). P332+P313 Ved
hudirritasjon: Sgk legehjelp. P337+P313 Ved vedvarende gyeirritasjon: Sgk legehjelp. P362+P364 Tilsglte kleer ma fiernes, og
vaskes fgr de brukes pa nytt. P370+P378 Ved brann: Slukk med CO,, pulver eller vanntake. P403+P233 Oppbevares pa et godt
ventilert sted. Hold beholderen tett lukket. P403+P235 Oppbevares pa et godt ventilert sted. Oppbevares kjglig. P405 Oppbevares
innelast. P501 Innhold/beholder skal kasseres i henhold til lokale/regionale/nasjonale/internasjonale retningslinjer.

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

H315 Irriterer huden. H319 Gir alvorlig gyeirritasjon. H401 Giftig for liv i vann.

P264 Vask grundig etter bruk. P280 Benytt vernehansker/verneklaer/vernebriller/ansiktsskjerm. P305+P351+P338 VED KONTAKT
MED JYNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjare. Fortsett
skyllingen. P321 Szerlig behandling (se pa etiketten). P332+P313 Ved hudirritasjon: Sgk legehjelp. P337+P313 Ved vedvarende
gyeirritasjon: Sgk legehjelp. P350 Vask forsiktig med mye sape og vann. P362+P364 Tilsglte kleer ma fiernes, og vaskes for de
brukes pa nytt. P501 Innhold/beholder skal kasseres i henhold til lokale/regionale/nasjonale/internasjonale retningslinjer.
Oppbevaring: Oppbevar ved 15-30 °C etter mottak. Utlepsdatoen gjelder produkt i udpnede flasker oppbevart i henhold til
anvisninger. Apnes ikke fer det er klart til bruk.

Bruk den tradisjonelle gramjod-arbeidslgsningen innen 3 maneder etter tillaging, uten at noen av komponenten er forbi utlepsdatoen.

Produktforringelse: Nar ustabilisert gramjod er rekonstituert, kan det skape variabilitet i gramfargingen nar det ikke lenger er
nok jod i lgsningen. Beskytt jodlgsningen mot ubeharig eksponering for luft, lys og varme, for a forsikre deg om at lasningen gir
riktig fargestoffaktivitet.



PROVESAMLING OG KLARGJGRING

Legg testpraven pa et rent objektglass slik at det gir en tynn, jevn celleprgve. Emulger kolonier fra kultur pa 18—24 h i saltl@sning for
a oppna riktig tetthet.

La celleprgven lufttarke.

Fest celleprgven til objektglasset med en av felgende teknikker:

1. Varmefikser ved & fore objektglasset 2—3 ganger gjennom en lav flamme. Avkjgl objektglasset til romtemperatur fgr farging.
MERK: Ikke overopphet objektglasset. For sterk varme vil fare til atypisk farging.

2. Metanolfikser objektglasset ved & overfylle med absolutt metanol i 1-2 min og skylle med vann fra kranen fgr farging.®
MERK: For riktig fiksering, oppbevar absolutt metanol i en flaske med brun skrukork og fyll pa arbeidslgsningen annenhver uke.

PROSEDYRE

Tillaging av reagens

Lag den tradisjonelle Gram lodine-arbeidslgsningen ved 4 tilsette en hel 2,5 mL-ampulle med Gram lodine 100X til 250 mL Gram
Diluent eller en hel 40 mL-flaske med Gram lodine 100X til 3,8 L Gram Diluent og bland grundig.

Materialer som fglger med: Gram Crystal Violet (gramkrystallfiolett), Gram lodine (gramjod) eller Stabilized Gram lodine (stabilisert
gramjod), Gram Decolorizer (gramavfargingsmiddel) og Gram Safranin (gramsafranin) eller Gram Basic Fuchsin (grambasisfuchsin).

Nodvendige materialer som ikke felger med: Mikroskopobjektglass, bunsenbrenner eller metanol, bakteriologisk slgyfe, pensler,
trekkpapir, mikroskop med oljekapslingslinse og gramobjektglass.

Testprosedyre:

1. Overfyll den fikserte cellepraven med primeerfarging (Gram Crystal Violet [gramkrystallfiolett]) og farg i 1 min.

2. Fjern primeerfargingen ved & vaske forsiktig med kaldt vann fra kranen.

3. Overfyll objektglasset med fargestoff (Gram lodine [gramjod] eller Stabilized Gram lodine [stabilisert gramjod]) og la ligge pa
objektglasseti 1 min.

4. Fjern fargestoffet ved & vaske forsiktig med kaldt vann fra kranen.

5. Avfarg (Gram Decolorizer [gramavfarging]) til Iasningsmiddelet som renner av objektglasset er klart (3—60 sekunder).
6. Vask objektglasset forsiktig i kaldt vann fra kranen.

7

Overfyll objektglasset med kontrastfarge (enten Gram Safranin [gramsafranin] eller Gram Basic Fuchsin [grambasisfuchsin]) og
farg i 30-60 sekunder.

8. Vask objektglasset med kaldt vann fra kranen.

9. Tork lett med trekkpapir eller tarkepapir eller la lufttarke.

10. Undersgk celleprgven under en oljekapslingslinse.

Kvalitetskontroll for brukere

Kvalitetskontroll ma utferes i henhold til lokale og/eller nasjonale retningslinjer eller akkrediteringskrav og ditt laboratoriums standard
kvalitetskontrollprosedyrer. Det anbefales at brukeren refererer til aktuelle CLSI-retningslinjer og CLIA-bestemmelser for egnede
kvalitetskontrollprosedyrer.

Kjer kontroller med BBL Gram Slide (gramobjektglass) (kat.nr. 231401) eller 18—24-timers kulturer med kjente grampositive og
gramnegative mikroorganismer. Fglgende testfarger anbefales:

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

BEGRENSNINGER VED PROSEDYREN

Gramfargingen gir kun forelgpig identifikasjonsinformasjon og kan ikke erstatte kulturstudier av prgven. Gramfargingsresultater ma
bekreftes med flere prosedyrer, f.eks. direkte antigentester og kultur pa media.

Tidligere behandling med antibakterielle legemidler kan fere til at grampositive organismer fra en prgve fremstar som gramnegative.

Bruk av en 18-24-timers kultur er tilradelig for beste resultater siden ferske celler har stgrre affinitet enn eldre celler for de fleste
fargestoffene. Dette er tilfelle spesielt for mange sporeformere, som er sterkt grampositive nar undersgkt i ferske kulturer, men
senere blir gramvariable eller gramnegative.

Gramfargingsreaksjonen endres ved fysisk brudd pa bakteriecellevegg eller protoplast. Celleveggene til grampositive bakterier
legger inn en barriere som forhindrer utvasking av fargekomplekset fra cytoplasmen. Celleveggene til gramnegative bakterier
inneholder lipider som er Igselige i organiske lgsningsmidler, som da er frie til & avfarge cytoplasmen. Derfor vil ikke en
mikroorganisme som er fysisk brutt med for sterk varme reagere pa gramfarging som forventet.

"Ngye overholdelse av prosedyren og fortolkende kriterier forutsettes for ngyaktige resultater. Ngyaktigheten er sterkt avhengig av
mikrobiologens oppleering og ferdigheter.”

Gramfargingsresultater, inkludert organismemorfologi, kan pavirkes av isolatets alder, bakterien som inneholder autolyttiske
enzymsystemer, kulturer som overfgres fra media som inneholder antibiotika, s& vel som prgver tatt fra pasienter som bruker
antibiotika.* "Bakgrunnsmateriale og artefakter kan ogsa virke forstyrrende pa tolkning. Presipitert grampositiv farging vises vanligvis
som uregelmessige, kuleformede fasonger eller som astere som ligner pa soppcelletrader.”



FORVENTEDE RESULTATER OG EGENSKAPER VED PROVEUTFORELSE"*

Reaksjon Ved bruk av Gram Safranin Ved bruk av Gram Basic Fuchsin

Grampositiv Lilla-svarte celler Skarp lilla til lilla-svarte celler

Gramnegativ Rosa til rede celler Skarp rosa til fuchsia celler
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Teknisk service og stgtte: ta kontakt med din lokale BD-representant eller ga til 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.
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8



