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Hrvatski
Gram Stain Kit 1 Kat. br.
Gram Crystal Violet Za diferencijalno bojenje bakterija. 1 x 250 mL 212539
Gram lodine (Stabilizirano) 1x250 mL
Gram Decolorizer 1x250 mL
Gram Safranin 1x 250 mL
Gram Crystal Violet Za bojenje mikroorganizama diferencijalnom metodom po Gramu. 4 x 250 mL 212525
1x3,8L 212526
Gram lodine (Stabilizirano) Za bojenje mikroorganizama diferencijalnom metodom po Gramu. 4 x 250 mL 212542
1x3,8L 212543
Gram Decolorizer Za bojenje mikroorganizama diferencijalnom metodom po Gramu. 4 x 250 mL 212527
1x3,8L 212528
Gram Safranin Za bojenje mikroorganizama diferencijalnom metodom po Gramu. 4 x 250 mL 212531
1x3,8L 212532
Gram Basic Fuchsin Za bojenje mikroorganizama diferencijalnom metodom po Gramu. 4 x 250 mL 212544
1x3,8L 212545
NAMJENA

Gram Stain Kits and Reagents (Kompleti i reagensi za bojenje po Gramu) Kkoriste se za bojenje mikroorganizama u kulturama ili
uzorcima diferencijalnom metodom po Gramu.

SAZETAK | OBJASNJENJE
Bojenje po Gramu osmislio je Christian Gram 1884. kako bi diferencirao bakterijske stanice od zarazenog tkiva. lako je Gram uocio
ono $to danas nazivamo ,reakcija po Gramu”, nije prepoznao taksonomski znac¢aj svoje tehnike.

Bojenje po Gramu sada se koristi za diferencijaciju netaknutih, morfoloski sli¢nih bakterija u dvije skupine na temelju boje stanica
nakon bojenja. Osim toga, biljezi se oblik i veli¢ina stanica, kao i podaci o strukturi stanica. Ti preliminarni podaci upu¢uju na
prisutne vrste organizama te tehnike koje su potrebne za njihovu karakterizaciju.

Buduci da anorganski jod brzo oksidira i gubi svojstva mocila," komplet za bojenje po Gramu (kat. br. 212539) razlikuje se od
izvorne Gramove formulacije jer nudi stabilniji organski kompleks joda, L-polivinilpirolidon-jod.

NACELA POSTUPKA

Postupak bojenja po Gramu? sastoji se od:

Bojenja fiksiranog razmaza kristalvioleta.

Dodavanja joda kao mocila.

Dekoloriranja primarnog bojila alkoholom/acetonom; i postizanje kontrasta bojila safraninom ili bazi¢nim fuksinom.

Kompleks kristalviolet-joda nastaje u protoplastu (ne na stani¢noj stijenci) svih organizama obojenih u ovom postupku. Organizmi
koji mogu zadrzati taj kompleks boje nakon dekoloriranja klasificiraju se kao gram-pozitivni, a oni koje je moguce dekolorirati i posti¢i
kontrast bojila klasificiraju se kao gram-negativni.

Nakon pucanja ili uklanjanja stanic':nve stijenke protoplast gram-pozitivnih stanica (kao i gram-negativnih) moguce je dekolorirati, a
svojstvo gram-pozitivnosti nestaje. Cini se da je mehanizam bojenja po Gramu vezan uz prisutnost stani¢ne stijenke koja djeluje kao
prepreka dekoloriranju primarnog bojila.

Stani¢na stijenka je obi¢no neselektivno propusna. Postoji teorija da se tijekom postupka bojenja po Gramu stani€na stijenka gram-
pozitivnih stanica dehidrira alkoholom u izbjeljivacu te gubi otpornost, ujedno zadrzavajuci primarno bojilo. No stani¢na stijenka gram-
negativnih stanica ima viSu koncentraciju lipida te postaje propusnija u dodiru s alkoholom $to dovodi do gubljenja primarnog bojila.
Molekularna osnova bojenja po Gramu jo$ nije utvrdena.



REAGENSI
Priblizna formula* po litri

Gram Crystal Violet (Gram kristalviolet)
PRIMARNO BOJILO

KristalViolet...........ccovvvviiiiiiiieeeeceeceee e, 3,09

Izopropanol .... ...50,0 mL
Etanol/Metanol .. 50,0 mL
Destilirana voda . 900,0 mL

Gram lodine (Gram jod)
MOCILO
(Radna otopina sredstva za razrjedivanje po Gramu
i Gram joda 100X)
Kristali joda 3,39

Gram Decolorizer (Gram izbjeljivac)
1ZBJELJIVAC

Gram safranin
KONTRAST BOJILA

Prah safranin O (Cista boja) .........ccccvviiieiiieenns 409
Etanol/Metanol ............ccccovveeieeeiiiiiiiiee e 200,0 mL
Destilirana voda ...........ccccovveeiieeiiiiiiiiee e 800,0 mL

Gram Basic Fuchsin (Gram bazi¢ni fuksin)
KONTRAST BOJILA

Kalijev jodid

Destilirana voda ............cccceeveeeeiiieieceieieeanns 10L BAZICNT FUKSIN oot 0.089

Stabilized Gram lodine (Stabilizirani Gram jod) 1zopropilni alkohol .............cccceiiiiiiiiieee 4,5mL
MocCILO Destilirana voda ...........ccccveiiiiiiiiiiicce 993,0 mL
Kompleks polivinilpirolidon-joda....................... 100,09
Kalijev jodid .......cccvviiiiiiiiieceee e 19,049
Destilirana voda ...........ccccvieiiiiiiiiiiceeeee 1,0L

*Prilagodeno i/ili dodano prema potrebi kako bi se udovoljilo kriterijima ucinkovitosti.
Upozorenja i mjere opreza: Za in vitro dijagnostiku.
S vremenom u Gramovom bazi¢nom fuksinu moze nastati fini talog. To nece utjecati na radna svojstva proizvoda.

BD BBL Gram Crystal Violet (212525, 212526)
Upozorenje

<2

H332 Stetno ako se udige. H351 Sumnja na moguée uzrokovanije raka. H402 Stetno za Ziva bi¢a u vodi. H412 Stetno za vodeni
okoli$ s dugotrajnim ucincima.

P201 Prije uporabe pribaviti posebne upute. P202 Ne rukovati prije upoznavanja i razumijevanja sigurnosnih mjera predostroznosti.
P261 Izbjegavati udisanje prasine/dima/plina/magle/pare/aerosola. P271 Rabiti samo na otvorenom ili u dobro prozraéenom
prostoru. P273 Izbjegavati ispustanje u okolis. P280 Nositi zastitne rukavice/zastitno odijelo/zastitu za oci/zastitu za lice. P304+P340
AKO SE UDISE: premjestiti unesreé¢enog na svjezi zrak, umiriti ga i postaviti u poloZaj koji olak$ava disanje. P308+P313 U
SLUCAJU izloZenosti ili sumnje na izloZenost: zatraZiti savjet/pomo¢ lijeénika. P312 U slugaju zdravstvenih tegoba nazvati CENTAR
ZA KONTROLU OTROVANJA ili lije¢nika. P405 Skladistiti pod kljuéem. P501 Odloziti sadrzaj/spremnik u skladu s lokalnim/
regionalnim/nacionalnim medunarodnim propisima.

BD BBL Gram Decolorizer (212527, 212528)
Opasnost

H225 Lako zapaljiva tekucina i para. H319 Uzrokuje jako nadrazivanje oka. H336 Moze izazvati pospanost ili vrtoglavicu.

P210 Cuvati odvojeno od topline/iskre/otvorenog plamena/vruéih povrsina. — Ne pusiti. P240 Uzemljiti/udvrstiti spremnik i opremu za
prihvat kemikalije. P241 Rabiti elektricnu/ventilacijsku/rasvjetnu opremu koja nece izazvati eksploziju. P242 Rabiti samo neiskreci alat.
P243 Poduzeti mjere protiv pojave statickog elektriciteta. P261 Izbjegavati udisanje prasine/dima/plina/magle/pare/aerosola. P264
Nakon uporabe temeljito oprati P271 Rabiti samo na otvorenom ili u dobro prozra¢enom prostoru. P280 Nositi zastitne rukavice/
zaétitno odijelo/zastitu za odi/zastitu za lice. P303+P361+P353 U SLUCAJU DODIRA S KOZOM (ili kosom): odmah ukloniti/skinuti

svu zagadenu odjecu. Isprati kozu vodom/tusiranjem. P304+P340 AKO SE UDISE: premjestiti unesre¢enog na svjezi zrak, umiriti ga

i postaviti u poloZaj koji olak$ava disanje. P305+P351 U SLUCAJU DODIRA S OCIMA: oprezno ispirati vodom nekoliko minuta. P312
U slucaju zdravstvenih tegoba nazvati CENTAR ZA KONTROLU OTROVANJA ili lije¢nika. P337+P313 Ako nadrazaj oka ne prestaje:
zatraziti savjet/pomoc¢ lije¢nika. P338 Ukloniti kontaktne lece ukoliko ih nosite i ako se one lako uklanjaju. Nastaviti ispiranje. P370+P378
U slugaju pozara: za ga$enje rabiti uglji¢ni dioksid, prah ili vodenu maglu. P403+P233 Skladistiti na dobro prozradenom mjestu. Cuvati
u dobro zatvorenom spremniku. P403+P235 Skladistiti na dobro prozraéenom mjestu. Odrzavati hladnim. P405 Skladistiti pod kljuéem.
P501 Odloziti sadrzaj/spremnik u skladu s lokalnim/regionalnim/nacionalnim medunarodnim propisima.



BD BBL Gram Safranin (212531, 212532)
Upozorenje

H226 Zapaljiva tekucina i para.

P210 Cuvati odvojeno od topline/iskre/otvorenog plamena/vruéih povrsina. — Ne pusiti. P241 Rabiti elektriénu/ventilacijsku/rasvjetnu
opremu koja nece izazvati eksploziju. P280 Nositi zastitne rukavice/zastitno odijelo/zastitu za oci/zastitu za lice. P240 Uzemljiti/
uévrstiti spremnik i opremu za prihvat kemikalije. P233 Cuvati u dobro zatvorenom spremniku. P242 Rabiti samo neiskreéi alat.
P243 Poduzeti mjere protiv pojave stati¢kog elektriciteta. P303+P361+P353 U SLUCAJU DODIRA S KOZOM (ili kosom): odmah
ukloniti/skinuti svu zagadenu odjecu. Isprati kozu vodom/tusiranjem. P370+P378 U slu¢aju pozara: za gasenje rabiti uglji¢ni dioksid,
prah ili vodenu maglu. P403+P235 Skladistiti na dobro prozratenom mjestu. Odrzavati hladnim. P501 Odloziti sadrzaj/spremnik u
skladu s lokalnim/regionalnim/nacionalnim medunarodnim propisima.

BD BBL Gram Stain Kit (212539)
Opasnost

H225 Lako zapaljiva tekucina i para. H226 Zapaljiva tekucina i para. H315 Nadrazuje kozu. H319 Uzrokuje jako nadrazivanje oka.
H332 Stetno ako se udige. H336 MozZe izazvati pospanost ili vrtoglavicu. H351 Sumnja na moguée uzrokovanje raka. H401 Toksi¢no
za Ziva bi¢a u vodi. H402 Stetno za Ziva biéa u vodi. H412 Stetno za vodeni okoli$ s dugotrajnim ugincima.

P201 Prije uporabe pribaviti posebne upute. P202 Ne rukovati prije upoznavanja i razumijevanja sigurnosnih mjera predostroznosti.
P210 Cuvati odvojeno od topline/iskre/otvorenog plamena/vruéih povrsina. — Ne pusiti. P233 Cuvati u dobro zatvorenom spremniku.
P240 Uzemljiti/uvrstiti spremnik i opremu za prihvat kemikalije. P241 Rabiti elektri¢nu/ventilacijsku/rasvjetnu opremu koja nec¢e
izazvati eksploziju. P242 Rabiti samo neiskreci alat. P243 Poduzeti mjere protiv pojave stati¢kog elektriciteta. P261 Izbjegavati
udisanje prasine/dimal/plina/magle/pare/aerosola. P264 Nakon uporabe temeljito oprati P271 Rabiti samo na otvorenom ili u dobro
prozracenom prostoru. P273 Izbjegavati ispustanje u okolis. P280 Nositi zastitne rukavice/zastitno odijelo/zastitu za oci/zastitu

za lice. P302+P352 U SLUCAJU DODIRA S KOZOM: oprati velikom kolig&inom sapuna i vode. P303+P361+P353 U SLUCAJU
DODIRA S KOZOM (ili kosom): odmah ukloniti/skinuti svu zagadenu odje¢u. Isprati kozu vodom/tusiranjem. P304+P340 AKO SE
UDISE: premjestiti unesreéenog na svjezi zrak, umiriti ga i postaviti u polozaj koji olak$ava disanje. P305+P351+P338 U SLUCAJU
DODIRA S OCIMA: oprezno ispirati vodom nekoliko minuta. Ukloniti kontaktne le¢e ukoliko ih nosite i ako se one lako uklanjaju.
Nastaviti ispiranje. P308+P313 U SLUCAJU izloZenosti ili sumnje na izloZenost: zatraziti savjet/pomoé lijeénika. P312 U sludaju
zdravstvenih tegoba nazvati CENTAR ZA KONTROLU OTROVANJA ili lije¢nika. P321 Potrebna je posebna lije¢nic¢ka obrada

(vidi na ovoj naljepnici). P332+P313 U slucaju nadrazaja koze: zatraziti savjet/pomo¢ lije¢nika. P337+P313 Ako nadrazaj oka ne
prestaje: zatraziti savjet/pomoc lije¢nika. P362+P364 Skinuti zagadenu odjecu i oprati je prije ponovne uporabe. P370+P378 U
slugaju poZara: za gasenje rabiti uglji¢ni dioksid, prah ili vodenu maglu. P403+P233 Skladistiti na dobro prozragenom mjestu. Cuvati
u dobro zatvorenom spremniku. P403+P235 Skladistiti na dobro prozraéenom mjestu. Odrzavati hladnim. P405 Skladistiti pod
klju€¢em. P501 Odloziti sadrzaj/spremnik u skladu s lokalnim/regionalnim/nacionalnim medunarodnim propisima.

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

H315 Nadrazuje kozu. H319 Uzrokuje jako nadrazivanje oka. H401 Toksi¢no za Ziva bic¢a u vodi.

P264 Nakon uporabe temeljito oprati P280 Nositi zastitne rukavice/zastitno odijelo/zastitu za oci/zastitu za lice. P305+P351+P338
U SLUCAJU DODIRA S OCIMA: oprezno ispirati vodom nekoliko minuta. Ukloniti kontaktne leée ukoliko ih nosite i ako se one lako
uklanjaju. Nastaviti ispiranje. P321 Potrebna je posebna lije¢ni¢ka obrada (vidi na ovoj naljepnici). P332+P313 U slu¢aju nadrazaja
koze: zatraziti savjet/pomoc lije¢nika. P337+P313 Ako nadrazaj oka ne prestaje: zatraziti savjet/pomoc lijecnika. P350 Njezno oprati
velikom koli¢inom sapuna i vode. P362+P364 Skinuti zagadenu odjecu i oprati je prije ponovne uporabe. P501 Odloziti sadrzaj/
spremnik u skladu s lokalnim/regionalnim/nacionalnim medunarodnim propisima.

Pohrana: Po primitku pohraniti na temperaturi od 15 °C do 30 °C. Datum isteka odnosi se samo na neotvorene bocice koji su
pohranjene prema uputama. Nemoijte otvarati dok nije spremno za upotrebu.

Upotrijebite uobi¢ajenu radnu otopinu Gram joda s 3 mjeseca pripreme prije datuma isteka svih komponenti.

Pogorsanje kvalitete proizvoda: Rastopljeni nestabilizirani Gram jod moze prouzroéiti varijabilnost Gram boje ako u otopini vise
nema dovoljno joda. Zastitite otopinu joda od pretjerane izlozenosti zraku, svjetlosti i visokoj temperaturi kako bi otopina imala
odgovarajucu aktivnost mocila.



PRIKUPLJANJE UZORAKA | PRIPREMA

Nanesite uzorak za ispitivanje na Cisto stakleno stakalce kako bi razmaz bio tanak i ujednacen. Emulgirajte kolonije kulture stare

18-24 h u fizioloSkoj otopini kako biste postigli odgovaraju¢u gustocu.

Pri¢ekajte dok se razmaz ne osusi na zraku.

Fiksirajte razmaz na stakalce pomocu jedne od sljedec¢ih tehnika:

1. Fiksirajte toplinom prelaZzenjem stakalca preko malog plamena 2 do 3 puta. Prije bojenja ohladite stakalce do sobne temperature.
NAPOMENA: Nemojte pregrijati stakalce. Prevelika toplina uzrokuje atipi¢no bojenje.

2. Stakalce fiksirajte metanolom natapanjem u Cisti metanol 1 do 2 min te isperite vodom prije bojenja.?

NAPOMENA: Za pravilno fiksiranje €isti metanol pohranite u smedu bocu s navojnim éepom te obnovite radnu zalihu svaka
dva tjedna.

POSTUPAK

Priprema reagensa

Pripremite uobi¢ajenu radnu otopinu Gram joda dodavanjem cijele ampule Gram joda 100X od 2,5 mL u Gram sredstvo za
razrjedivanje od 250 mL ili cijele posudice Gram joda 100X od 40 mL u Gram sredstvo za razrjedivanje od 3,8 L. Dobro promijesajte.

Prilozeni materijal: Gram kristalviolet, Gram jod ili stabilizirani Gram jod, Gram izbjeljiva¢ i Gram safranin ili Gram bazi¢ni fuksin.
Potreban materijal koji se nabavlja zasebno: Mikroskopska stakalca, bunsenov plamenik ili metanol, bakterioloska usSica, Stapici
s vatom, upijajuci papir, mikroskop s objektivom s imerzijskim uljem i Gram stakalce.

Postupak ispitivanja:

Natopite fiksirani razmaz primarnog bojila (Gram kristalvioletom) i bojite 1 min.

Uklonite primarno bojilo laganim ispiranjem hladnom vodom.

Natopite stakalce mocilom (Gram jodom ili stabiliziranim Gram jodom) i drzite stakalce 1 min.

Uklonite mocilo laganim ispiranjem hladnom vodom.

Dekolorirajte (Gram izbjeljivac) dok otapalo na stakalcu ne izgubi boju (3—60 s).

Lagano isperite stakalce hladnom vodom.

Natopite stakalce kontrastom bojila (Gram safraninom ili Gram bazi¢nim fuksinom) i bojite 30-60 s.

Stakalce isperite hladnom vodom.

9. Osusite upijajucim papirom ili papirnatim ru¢nikom ili pricekajte da se posusi.

10. Proucite razmaz pod objektivom s imerzijskim uljem.

© N Ok WN=

Korisnicka kontrola kvalitete

Zahtjevi kontrole kvalitete moraju biti ispunjeni u skladu s vaze¢im lokalnim, drzavnim i/ili saveznim propisima ili uvjetima
akreditiranja i postupcima standardne kontrole kvalitete vaseg laboratorija. Preporucuje se da korisnik konzultira relevantne
smjernice CLSI-ja i propise CLIA kako bi se upoznao s odgovaraju¢im postupcima kontrole kvalitete.

Kontrole provodite pomo¢u Gram stakalca BBL (kat. br. 231401) ili kultura poznatih gram-pozitivnih i gram-negativnih
mikroorganizama starih 18—-24 h. Preporucuju se sljedeci ispitni sojevi:

Organizam ATCC Ocekivani rezultati
Staphylococcus aureus 25923 gram-pozitivni koki
Escherichia coli 25922 gram-negativni Stapici

OGRANICENJA POSTUPKA

Bojenje po Gramu omoguc¢uje samo preliminarnu identifikaciju te ne moze zamijeniti istraZivanje kulture uzorka. Rezultati bojenja po
Gramu moraju se potvrditi dodatnim postupcima poput izravnog ispitivanja antigena i kulture na mediju.

Lije€enje protubakterijskim lijekovima moze prouzroditi da se gram-pozitivni organizmi iz uzorka prikazu kao gram-negativni.

Za najbolje rezultate preporucuju se kulture stare 18—24 h jer svjezZe stanice imaju vedéi afinitet za vecéinu boja od starih stanica.

To se osobito tiée mnogih organizama koji stvaraju spore, a koji su gram-pozitivni prilikom prou¢avanja svjezih kultura, a kasnije
postanu gram-varijabilni ili gram-negativni.

Reakcija bojenja po Gramu mijenja se fizi¢kim pucanjem stani¢ne stijenke bakterije ili protoplasta. Stani¢ne stijenke gram-pozitivnih
bakterija predstavljaju prepreku koja sprje¢ava protjecanje kompleksa boje iz citoplazme. Stani¢ne stijenke gram-negativnih
bakterija sadrze lipide koji su topivi u organskim otapalima, a sluze dekoloriranju citoplazme. Zbog toga mikroorganizam koji fizi¢ki
pukne usred poviSene temperature nece imati ocekivanu reakciju na bojenje po Gramu.

+Za to€ne rezultate potrebno je pazljivo postivati upute za postupak i kriterije interpretacije. To€nost uvelike ovisi o obuci i

strugnosti mikrobiologa.”

Na rezultate bojenja po Gramu, uklju€uju¢i morfologiju organizma, moze utjecati starost izolata, bakterije koje sadrze autoliticne
sustave enzima, kulture prebacene s medija koji sadrzi antibiotike, kao i uzorci prikupljeni od pacijenata koji su na antibioticima.*
“Materijali u pozadini i mrtve stanice isto mogu omesti ocitavanje. NataloZzena gram-pozitivna boja obi¢no se pojavljuje kao
nepravilni kokoidni oblik ili zvjezdasti oblik koji sli¢i na hife gljivica.”™



OCEKIVANI REZULTATI | RADNA SVOJSTVA'-

Reakcija Upotreba Gram safranina Upotreba Gram bazi¢nog fuksina
Gram-pozitivni Stanice tamnoljubicaste boje Stanice svijetloljubi¢aste do tamnoljubi¢aste boje
Gram-negativni Stanice ruzi¢aste do crvene boje Stanice svijetloruzicaste do boje fuksije
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Tehnicki servis i podrSka: obratite se lokalnom predstavniku tvrtke BD ili posjetite www.bd.com.
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