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Cestina
Gram Stain Kit Pro diferencia¢ni barveni bakterii. 1 Kat. ¢.
Gram Crystal Violet 1 x 250 mL 212539
Gram lodine (stabilizovany) 1 x 250 mL
Gram Decolorizer 1 x 250 mL
Gram Safranin 1 x 250 mL
Gram Crystal Violet Pro diferencia¢ni barveni mikroorganism( dle Grama. 4 x 250 mL 212525
1x3,8L 212526
Gram lodine (stabilizovany) Pro diferencia¢ni barveni mikroorganism( dle Grama. 4 x 250 mL 212542
1x38L 212543
Gram Decolorizer Pro diferenciaéni barveni mikroorganismu dle Grama. 4 x 250 mL 212527
1x38L 212528
Gram Safranin Pro diferencia¢ni barveni mikroorganism( dle Grama. 4 x 250 mL 212531
1x3,8L 212532
Gram Basic Fuchsin Pro diferenciaéni barveni mikroorganismu dle Grama. 4 x 250 mL 212544
1x3,8L 212545
UCEL POUZITI

Sady a ¢inidla pro Gramovo barveni slouzi k barveni mikroorganismu z kultur nebo vzorkd pomoci diferencia¢niho Gramova barveni.

SHRNUTI A VYSVITLENI

Gramovo barveni vynalezl v roce 1884 Christian Gram pfi pokusu o diferenciaci bakterialnich bunék z infikované tkané. Ackoli Gram
sledoval to, ¢emu dnes fikame ,Gramova reakce®, nedocenil taxonomickou hodnotu svého postupu.

Gramovo barveni se nyni pouziva k diferenciaci neporusenych, morfologicky podobnych bakterii do dvou skupin na zakladé barvy
bunék po barveni. Kromé toho jsou patrnymi znaky také tvar, velikost a detaily struktury bunék. Tyto pfedbézné informace jsou
dalezitymi voditky pro stanoveni pfitomného typu organismu (organismui) a dalSich postupl vyzadovanych k jejich stanoveni.
JelikoZ anorganicky jod rychle oxiduje a ztraci svou Géinnost jako mofidlo, li§i se sada Gram Stain Kit (Sada pro Gramovo

barveni — kat. ¢. 212539) od plavodniho pfipravku pro Gramovo barveni tim, Ze nabizi stabilnéj$i organicky jédovy komplex,
L-polyvinylpyrrolidon-jod.

ZASADY POSTUPU

Postup Gramova barveni? se sklada z téchto kroku:

Barveni fixovaného natéru krystalovou violeti.

Aplikace jodu, ktery funguje jako mofidlo.

Odbarveni primarniho barveni alkoholem nebo acetonem a kontrastni barveni safraninem nebo bazickym fuchsinem.

V protoplastu (ne v bunééné sténé) véech organisml barvenych timto postupem se vytvari komplex krystalové violeti a jodu.
Organismy, které jsou po odbarveni schopny zachovat tento komplex barviv, jsou oznaceny jako gram-pozitivni organismy; naproti
tomu organismy, které Ize odbarvit a poté kontrastné nabarvit, jsou oznaceny jako gram-negativni.

Po poruseni nebo odebrani bunécné stény Ize protoplast gram-pozitivnich (i gram-negativnich) bunék odbarvit, a tak dojde ke
ztraté gram-pozitivity. Proto se jevi, Ze princip Gramova barveni souvisi s pfitomnosti neporusené bunécné stény, ktera je schopna
fungovat jako bariéra odbarveni primarniho barveni.

Obecné Ize Fici, Ze bunécna sténa je neselektivné propustna. Ma se za to, ze béhem Gramova barveni je bunééna sténa gram-
pozitivnich bunék v odbarvovacim roztoku dehydratovana alkoholem a ztraci svou propustnost, coz ma za nasledek zachovani
primarniho barveni. Bunééna sténa gram-negativnich bunék ma vsak vyssi obsah lipidd a po aplikaci alkoholu se stava
propustnéjsi; to ma za nasledek ztratu primarniho barveni.

Molekularni zaklad Gramova barveni nebyl dosud stanoven.



CINIDLA
Pfiblizné mnozstvi* na jeden litr

Gram Crystal Violet Gram Decolorizer
PRIMARNI BARVENI ODBARVOVACI ROZTOK
Krystalova violet'.............cocoeiiiiiiiiiiceeee 3,09 ACEION ...t 250,0 mL
1ZOPropanol ............oeeeiveiiiiiiie e 1ZOPropanol ..........coeveeiieiiiiiiiee e 750,0 mL

Etanol/metanol ..

Gram Safranin

Destilovana voda...........cccceeeeiieeiiieesiiee e 900,0 mL . .
i KONTRASTNI BARVENI
Gram |?d'"e Praskovy safranin O (Cisté barvivo) .................... 404
MORIDLO Etanol/metanol

(pracovni roztok pfipraveny z rozpoustédla pro 100X) Destilovana voda

Gramovo barveni Gram Diluent a j6du pro Gramovo barveni Gram Basic Fuchsin

Gram lodine . .

Krystaly jOdU........ccoiviiiiiiieieee 3,39 KONTRASTNI BARVENI

Jodid draselny .........cccceveveeiiiniiiiieeeeeee 6,69 EZﬁgky FUCRSIN vt 22899

Destilovana voda............cccceeiiiiiieiiiiiiciecee 1,00 ET e ’

B . 1zopropylalkohol ...........cccoiiiiiiiiiieceecee 4,5 mL

Stabilized Gram lodine Destilovana voda.............cccoeceveveereeeeeesen 993,0 mL

MORIDLO

Komplex polyvinylpyrrolidon-jédu..................... 100,09

Jodid draselny .

Destilovana voda...........ccccceviiiiiiiiiiicieeeee 1,0L

*Upraveno a/nebo doplnéno dle poZadavku tak, aby byla spinéna kritéria ucinnosti.
Varovani a bezpeé€nostni opatieni: /n vitro diagnostikum.

U bazického fuchsinu Gram Basic Fuchsin pouzivaného u Gramova barveni se tfemi kroky se ¢asem muze vytvofit jemny precipitat.
Ten v8ak ucinnost produktu neovlivni.

BD BBL Gram Crystal Violet (212525, 212526)

Pozor

H332 Zdravi $kodlivy pfi vdechovani. H351 Podezfeni na vyvolani rakoviny. H402 Skodlivy pro vodni organismy. H412 Skodlivy pro
vodni organismy, s dlouhodobymi ucinky.

P201 Pred pouzitim si obstarejte specialni instrukce. P202 Nepouzivejte, dokud jste si nepfecetli vSechny bezpecnostni pokyny

a neporozuméli jim. P261 Zamezte vdechovani prachu/dymu/plynu/mlhy/par/aerosolt. P271 PouZivejte pouze venku nebo v

dobfe vétranych prostorach. P273 Zabrante uvolnéni do zivotniho prostfedi. P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/
ochranné bryle/obli¢ejovy §tit. P304+P340 PRI VDECHNUTI: Preneste osobu na &erstvy vzduch a ponechte ji v poloze usnadiiujici
dychani. P308+P313 PRI expozici nebo podezfeni na ni: Vyhledejte IékaFskou pomoc/o$etfeni. P312 Necitite-li se dobfe, volejte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo lékare. P405 Skladujte uzam&ené. P501 Odstraiite obsah / obal v souladu s
mistnimi / regionalnimi / narodnimi / mezinarodnimi predpisy.

BD BBL Gram Decolorizer (212527, 212528)
Nebezpedi

H225 Vysoce hoflava kapalina a pary. H319 Zpusobuje vazné podrazdéni oci. H336 Muze zplsobit ospalost nebo zavraté.

P210 Chrarite pred teplem, horkymi povrchy, jiskrami, otevienym ohném a jinymi zdroji zapaleni. Zakaz koureni. P240 Uzemnéte obal
a odbérové zafizeni. P241 Pouzivejte elektrické/ventilacni/osvétlovaci zafizeni do vybusného prostfedi. P242 Pouzivejte pouze naradi
z nejiskiiciho kovu. P243 Provedte preventivni opatfeni proti vybojum statické elektfiny. P261 Zamezte vdechovani prachu/dymu/
plynu/mlhy/par/aerosolt. P264 Po manipulaci dikladné omyjte P271 Pouzivejte pouze venku nebo v dobfe vétranych prostorach.
P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny od&v/ochranné bryle/obli¢ejovy $tit. P303+P361+P353 PRI STYKU S KUZI (nebo s
vlasy): Vegkeré kontaminované &asti odévu okamzité sviéknéte. Oplachnéte ki vodou/osprchujte. P304+P340 PRI VDECHNUTI:
Pteneste osobu na &erstvy vzduch a ponechte ji v poloze usnadriujici dychani. P305+P351 PRI ZASAZENI OCI: N&kolik minut opatrné
vyplachujte vodou. P312 Necitite-li se dobie, volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo lékare. P337+P313 Pretrvava-
li podrazdéni oci: Vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetieni. P338 Vyjméte kontaktni Cocky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno.
Pokracujte ve vyplachovani. P370+P378 V pfipadé pozaru: K uhaseni pouzijte: hasici pfistroj snéhovy (CO,), praskovy nebo vodni.
P403+P233 Skladujte na dobfe vétraném misté. Uchovavejte obal tésné uzavieny. P403+P235 Skladujte na dobfe vétraném misté.
Uchovaveijte v chladu. P405 Skladujte uzamc&ené. P501 Odstrante obsah / obal v souladu s mistnimi / regionalnimi / narodnimi /
mezinarodnimi pfedpisy.



BD BBL Gram Safranin (212531, 212532)
Pozor

H226 Hoflava kapalina a pary.

P210 Chrarite pfed teplem, horkymi povrchy, jiskrami, otevienym ohném a jinymi zdroji zapaleni. Zakaz koufeni. P241 Pouzivejte
elektrické/ventilacni/osvétlovaci zafizeni do vybusného prostfedi. P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné
bryle/obli¢ejovy stit. P240 Uzemnéte obal a odbérové zafizeni. P233 Uchovavejte obal tésné uzavieny. P242 Pouzivejte pouze
nafadi z nejiskiiciho kovu. P243 Provedte preventivni opatfeni proti vybojim statické elektfiny. P303+P361+P353 PRI STYKU S
KUZi (nebo s vlasy): Veskeré kontaminované ¢asti odévu okamzité sviéknéte. Oplachnéte kiZi vodou/osprchujte. P370+P378 V
pfipadé pozaru: K uhaSeni pouzijte: hasici pfistroj snéhovy (CO,), praskovy nebo vodni. P403+P235 Skladujte na dobfe vétraném
misté. Uchovavejte v chladu. P501 Odstrante obsah / obal v souladu s mistnimi / regionalnimi / narodnimi / mezinarodnimi predpisy.

BD BBL Gram Stain Kit (212539)
Nebezpeci

H225 Vysoce hoflava kapalina a pary. H226 Hoflava kapalina a pary. H315 Drazdi kazi. H319 Zpusobuje vazné podrazdéni oci.
H332 Zdravi skodlivy pfi vdechovani. H336 MUze zpUsobit ospalost nebo zavraté. H351 Podezieni na vyvolani rakoviny. H401
Toxicky pro vodni organismy. H402 Skodlivy pro vodni organismy. H412 Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi tginky.

P201 Pred pouzitim si obstarejte specialni instrukce. P202 Nepouzivejte, dokud jste si nepfecetli vSechny bezpe€nostni pokyny a
neporozuméli jim. P210 Chrarite pfed teplem, horkymi povrchy, jiskrami, otevienym ohném a jinymi zdroji zapaleni. Zakaz koureni.
P233 Uchovavejte obal t&sné uzavieny. P240 Uzemnéte obal a odbérové zafizeni. P241 Pouzivejte elektrické/ventilacni/osvétlovaci
zarizeni do vybusného prostfedi. P242 Pouzivejte pouze naradi z nejiskriciho kovu. P243 Provedte preventivni opatfeni proti

vybojim statické elektfiny. P261 Zamezte vdechovani prachu/dymu/plynu/mihy/par/aerosold. P264 Po manipulaci dikladné omyjte
P271 Pouzivejte pouze venku nebo v dobfe vétranych prostorach. P273 Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostfedi. P280 Pouzivejte
ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/oblidejovy &tit. P302+P352 PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnoZstvim vody a
mydla. P303+P361+P353 PRI STYKU S KUZI (nebo s vlasy): Veskeré kontaminované asti odévu okamzité sviéknéte. Oplachnéte
kG2 vodou/osprchujte. P304+P340 PRI VDECHNUTI: Preneste osobu na &erstvy vzduch a ponechte ji v poloze usnadfiujici dychani.
P305+P351+P338 PRI ZASAZENI OCI: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je
Ize vyjmout snadno. Pokradujte ve vyplachovani. P308+P313 PRI expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetient.
P312 Necitite-li se dobre, volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo IékaFe. P321 Odborné osetfeni (viz na tomto
Stitku). P332+P313 PFi podrazdéni kGize: Vyhledejte Iékafskou pomoc/oSetieni. P337+P313 Pretrvava-li podrazdeni oci: Vyhledejte
lékaFfskou pomoc/oSetfeni. P362+P364 Kontaminovany odév sviéknéte a prfed opétovnym pouzitim vyperte. P370+P378 V pfipadé
pozaru: K uhaSeni pouZijte: hasici pfistroj snéhovy (CO,), praskovy nebo vodni. P403+P233 Skladujte na dobfe vétraném misté.
Uchovavejte obal tésné uzavieny. P403+P235 Skladujte na dobfe vétraném misté. Uchovavejte v chladu. P405 Skladujte uzamcené.
P501 Odstrarite obsah / obal v souladu s mistnimi / regionalnimi / narodnimi / mezinarodnimi predpisy.

BD BBL Gram lodine (stabilizovany) (212542, 212543)
Pozor

H315 Drazdi kGizi. H319 Zpusobuje vazné podrazdéni o¢i. H401 Toxicky pro vodni organismy.

P264 Po manipulaci dikladné omyjte P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy §tit.
P305+P351+P338 PRI ZASAZENI OCI: Né&kolik minut opatrn& vyplachuijte vodou. Vyjméte kontaktni ogky, jsou-li nasazeny a
pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani. P321 Odborné oSetfeni (viz na tomto Stitku). P332+P313 Pfi podrazdéni
kGze: Vyhledeijte Iékafskou pomoc/oSetieni. P337+P313 Pretrvava-li podrazdéni oci: Vyhledejte Iékarskou pomoc/osetreni. P350
Jemné omyjte velkym mnozstvim vody a mydla. P362+P364 Kontaminovany odév svléknéte a pfed op&tovnym pouzitim vyperte.
P501 Odstrarite obsah / obal v souladu s mistnimi / regionalnimi / narodnimi / mezinarodnimi predpisy.

Skladovani: Po prevzeti skladujte pfi teploté 15-30 °C. Datum expirace se vztahuje pouze na produkt v neotevienych lahvich
uskladnénych dle pokynu. Oteviete az bezprostfedné pred pouzitim.

Tradi¢ni pracovni roztok j6du pro Gramovo barveni pouzijte do 3 mésicl po pfipravé; nesmite v§ak prekrocit datum expirace zadné
z jeho slozek.

Zhorsovani kvality produktu: Po rekonstituci, nestabilizovany jéd Gram lodine, Ze v roztoku jiz neni k dispozici dostate¢né
mnozstvi jodu, muze pfi Gramové barveni vyvolat rizné vysledky. Nevystavujte roztok jédu nadmérnému plsobeni vzduchu, svétla
a tepla.

ODBIR A PRIPRAVA VZORKU

Aplikujte testovany vzorek na Cisté podlozni sklicko — provedte tenky, rovhomérny natér. Spravnou denzitu ziskate emulgaci kolonii
z 18-24 hodinové kultury ve fyziologickém roztoku.

Nechejte natér volné zaschnout.



Zafixujte natér na sklicku jednim z téchto zplUsob:

1. Tepelné — 2-3 krat pfejedte sklicko slabym plamenem. Pfed zahgjenim barveni nechejte podlozni sklicko ochladit na
pokojovou teplotu.

POZNAMKA: Skligko neprehtivejte; nadmérné zahFati miize zpuisobit atypické zbarveni.
2. Metanolem — na 1-2 minuty prelijte skli¢ko absolutnim metanolem; pfed zahajenim barveni oplachnéte vodou z kohoutku.?

POZNAMKA: Abyste dosahli lepéi fixace, skladujte absolutni metanol v hnédé lahvi se Sroubovacim uzavérem a kazdé dva
tydny pracovni roztok doplfiujte.

POSTUP
Priprava €inidla
Pripravte tradiéni pracovni roztok jédu pro Gramovo barveni — pfidejte celou 2,5 mL ampuli jddu 100X (Gram lodine 100X)

do 250 mL rozpoustédla pro Gramovo barveni (Gram Diluent) nebo celou 40 mL lahvi¢ku jodu 100X do 3,8 L rozpoustédia;
dikladné promichejte.

Dodany material: Krystalova violet Gram Crystal Violet, j6d Gram lodine nebo stabilizovany jéd Gram lodine, odbarvovaci roztok
Gram Decolorizer a safranin Gram Safranin nebo bazicky fuchsin Gram Basic Fuchsin.

Potfebny material, ktery neni soucasti dodavky: Podlozni skli¢ka pro mikroskop, Bunsenlv kahan nebo metanol, bakteriologicka
klicka, tampdny, saci papir, mikroskop s imerznim objektivem a podlozni sklic¢ko pro Gramovo barveni.

Provedeni testu:

1. Provedte primarni barveni fixovaného natéru (Gram Crystal Violet) a nechejte 1 minutu pusobit.

2. Studenou vodou z kohoutku vrstvu primarniho barveni opatrné vyplachnéte.

3. Prelijte podlozni sklicko mofidlem (j6dem Gram lodine nebo stabilizovanym jodem Gram lodine) a nechejte na sklicku
1 minutu pusobit.

Vodou z kohoutku vrstvu mofidla opatrné vyplachnéte.

Odbarvéte (Gram Decolorizer); pokracujte, dokud rozpoustédlo stékajici ze sklicka nebude zcela bezbarvé (3—60 sekund).
Opatrné sklicko vyplachnéte studenou vodou z kohoutku.

Provedte kontrastni barveni (Gram Safranin nebo Gram Basic Fuchsin) a nechejte 30-60 sekund pusobit.

Vyplachnéte sklicko studenou vodou z kohoutku.

9. Osuste sacim papirem nebo papirovym ubrouskem, pfipadné nechejte volné uschnout.

10. VySetfete natér pod imerznim objektivem.

© N oo~

Kontrola jakosti uzivatelem

Pozadavky na kontrolu kvality musi byt spinény v souladu s platnymi mistnimi, statnimi a federalnimi zakony nebo pozadavky
na akreditaci a se standardnimi postupy kontroly kvality vasi laboratofe. Doporucujeme, aby si uzivatel prostudoval informace o
spravném provadeni kontroly jakosti v pfislusnych smérnicich CLSI a pfedpisech CLIA.

Kontroly provadéjte pomoci sklicka BBL Gram Slide (Podlozni skli¢ko pro Gramovo barveni — kat. €. 231401) nebo 18-24
hodinovych kultur znamych gram-pozitivnich a gram-negativnich mikroorganismu. Doporucujeme pouZzit tyto testovaci kmeny:

Organismus ATCC Ocekavané vysledky
Staphylococcus aureus 25923 gram-pozitivni koky
Escherichia coli 25922 gram-negativni ty¢ky

OMEZENi POSTUPU

Gramovo barveni poskytuje informace pouze na zakladé nepfimé identifikace, nema nahrazovat kultivaéni studie vzorku. Vysledky
Gramova barveni je nutné ovéfit dal§imi postupy, naptiklad pfimymi testy antigent nebo kultivaci na médiu.

Predchozi 1é¢ba antibakterialnimi Iéky mize zpUsobit, Ze se gram-pozitivni organismy ze vzorku budou jevit jako gram-negativni.
Pro dosazeni nejlepSich vysledkd doporu€ujeme pouzit 18—24 hodinové kultury, jelikoz cerstvé buriky maji k vétSiné barviv vetsi
afinitu nez staré bunky. To plati pfevazné u mnoha organisma tvoficich spory, které jsou silné gram-pozitivni, pokud je vySetfite v
Cerstvé kultufe, pozdéji se vSak méni na gram-variabilni nebo gram-negativni.

Reakce Gramova barveni se zméni nasledkem fyzického naruseni bunééné stény nebo protoplastu bakterii. Bunééné stény gram-
pozitivnich bakterii vytvareji bariéru, ktera zabraruje extrakci komplexu barviva z cytoplazmy. Bunécné stény gram-negativnich
bakterii obsahuji lipidy rozpustné v organickych rozpoustédlech, které jsou nasledné k dispozici pfi odbarveni cytoplazmy. Proto
mikroorganismus, ktery je fyzicky naru§en nadmérnym teplem, nebude reagovat na Gramovo barveni podle ocekavani.

LAby byly vysledky pfesné, je nutné peclivé dodrzovat kroky postupu a interpretacni kritéria. Pfesnost z velké ¢asti zavisi na praxi a
zkuenostech mikrobiologa.?

Vysledky Gramova barveni, v€etné morfologie organism(, mohou byt ovlivnény stafim izolatu, bakteriemi obsahujicimi autolytické
enzymatické systémy, kulturami pfenesenymi z médii obsahujicich antibiotika a vzorkd odebranych od pacientl Ié€enych
antibiotiky.* ,Latky a artefakty na pozadi mohou rovnéz interpretaci ovlivnit. Precipitat gram-pozitivnino barveni se obvykle jevi jako
nepravidelné kokoidni Utvary nebo jako hvézdice podobné hyfam hub.“4



OCEKAVANE VYSLEDKY A SPECIFICKE VLASTNOSTI UCINNOSTI'#

Reakce Gram Safranin Gram Basic Fuchsin

Gram-pozitivni Fialovocerné buriky Svétle fialové az fialovocerné burky

Gram-negativni RGzové az Eervené buriky Svétle rdzové az rudé buriky
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Technicka podpora: obrat'te se na mistniho zastupce spole¢nosti BD nebo navstivte www.bd.com.
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