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Gram Stain Kit 1 Nr. cat.
Gram Crystal Violet Pentru coloratia diferentialéd a bacteriilor. 1 x 250 mL 212539
Gram lodine (stabilizat) 1 x 250 mL
Gram Decolorizer 1x250 mL
Gram Safranin 1 x 250 mL
Gram Crystal Violet Pentru coloratia microorganismelor prin metoda diferentiala Gram. 4 x 250 mL 212525
1x3,8L 212526
Gram lodine (stabilizat) Pentru coloratia microorganismelor prin metoda diferentiala Gram. 4 x 250 mL 212542
1x3,8L 212543
Gram Decolorizer Pentru coloratia microorganismelor prin metoda diferentiala Gram. 4 x 250 mL 212527
1x3,8L 212528
Gram Safranin Pentru coloratia microorganismelor prin metoda diferentiala Gram. 4 x 250 mL 212531
1x3,8L 212532
Gram Basic Fuchsin Pentru coloratia microorganismelor prin metoda diferentiala Gram. 4 x 250 mL 212544
1x3,8L 212545

UTILIZARE SPECIFICA

Kiturile si reactivii pentru coloratia Gram sunt utilizati pentru coloratia microorganismelor din culturi sau din probe prin metoda
diferentiala Gram.

REZUMAT $1 EXPLICATII

Coloratia Gram a fost pusa la punct in 1884 de catre Christian Gram in incercarea de a diferentia celulele bacteriene de tesutul
infectat. Desi Gram a observat ceea ce acum se numeste ,reactia Gram”, el nu a recunoscut valoarea taxonomica a tehnicii lui.
Coloratia Gram se utilizeaza acum pentru a giferengia bacterii intacte, similare din punct de vedere morfologic in doua grupuri, in
functie de culoarea celulelor dupa coloratie. In plus, sunt evidentiate forma, dimensiunile si detaliile structurale ale celulelor. Astfel
de informatji preliminare furnizeaza indicii importante pentru tipul organismelor prezente si pentru tehnicile suplimentare necesare
descrierii lor.

Deorece iodul anorganic se oxideaza rapid si isi pierde eficienta ca mordant,' Kitul pentru coloratia Gram (nr. cat. 212539) difera de
formula originara a lui Gram prin faptul ca furnizeaza un complex organic mai stabil, iod L-polivinilpirolidona.

PRINCIPIILE PROCEDURII

Procedura coloratiei Gram? consta in:

Coloratia cu cristal violet a unui frotiu fixat.

Aplicarea iodului ca mordant.

Decolorarea cu alcool/acetona a coloratiei primare si recolorarea cu safranina sau fucsina bazica.

Tn protoplastul (f4ré peretele celular) tuturor organismelor cérora li s-a aplicat aceasté procedura de coloratie se formeaza un
complex cristal violet — iod. Organismele care retin acest complex colorant dupa decolorare sunt clasificate ca fiind gram-pozitive,
iar cele care pot fi decolorate si ulterior recolorate sunt clasificate drept gram-negative.

Dupa degradarea sau indepartarea peretelui celular, protoplastul celulelor gram-pozitive (si gram-negative) poate fi decolorat

si calitatea de gram-pozitiv se pierde. Astfel, mecanismul coloratiei Gram pare sa fie corelat cu prezenta peretelui celular intact,
capabil sa functioneze ca o bariera la decolorarea coloratiei primare.

Tn general, peretele celular este permeabil in mod neselectiv. Se presupune c3, in timpul procedurii pentru coloratia Gram, peretele
celular al celulelor gram-pozitive este deshidratat de catre alcoolul din decolorant, pierzandu-si astfel permeabilitatea si pastrandu-si
coloratia originala. Oricum, peretele celular al celulelor gram-negative are continut mai mare de lipide, devenind mai permeabil la
tratamentul cu alcool, rezultand pierderea coloratiei primare.

Baza moleculara a cloratiei Gram nu a fost inca determinata.



REACTIVI
Formula aproximativa* pentru un litru

Gram Crystal Violet Gram Decolorizer
COLORALIE PRIMARA DECOLORANT
Cristal Violet.........ccoooiiiiiiie ACEIONG ... 250,0 mL
1ZOPropanol ............ooeeiveiiiiiiiee e 1ZOPropanol ...........oeveeiieiiiiiieee e 750,0 mL
Etavno!/njetavnol . . Gram Safranin
Apa distilata..........cooeeeiiii RECOLORANT

Gram lodine Safranina pudra O (colorant pur) ...........cccceeeeene 4049
MORDANT Etanol/metanol
(solutie de lucru preparata din solvent Gram si iod Gram 100X) Apa distilata..........ooooeeeiiie e

Cristale de iod ..........cccoooiiiiiiiiie 339 Gram Basic Fuchsin

lodura de potasiu .. ..6,6¢

RO SO ToL REGOLORANT
Stabilized Gram lodine Fenol ...

MORDANT Alcool izopropilic ..

Complex polivinilpirolidona - iod.............c......... 100,09 Apa distilata..........ooooeeiiiii

lodura de potasiu .........cccceeiiiiiiiiiiceiee e 19,09

Apa distilata.........oooveiiii 1,0L

*Ajustata si/sau completata in functie de necesitati pentru a corespunde criteriilor de performanta.
Avertismente si precautii: Pentru utilizare in scop diagnostic in vitro.
Tn timp, fucsina bazica Gram in trei pasi pot dezvolta precipitate fine. Performantele produselor nu vor fi afectate.

BD BBL Gram Crystal Violet (212525, 212526)

Atentie

H332 Nociv in caz de inhalare. H351 Susceptibil de a provoca cancer. H402 Nociv pentru viata acvatica. H412 Nociv pentru mediul
acvatic cu efecte pe termen lung.

P201 Procurati instructiuni speciale Thainte de utilizare. P202 A nu se manipula decat dupa ce au fost citite si infelese toate masurile
de securitate. P261 Evitati sa inspirati praful/fumul/gazul/ceata/vaporii/spray-ul. P271 A se utiliza numai in aer liber sau in spatii bine
ventilate. P273 Evitati dispersarea in mediu. P280 Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/echipament de protectie a
ochilor/ echipament de protectie a fetei. P304+P340 IN CAZ DE INHALARE: transportati persoana la aer liber si mentineti-o ntr-o
pozitie confortabils pentru respiratie. P308+P313 IN CAZ DE expunere sau de posibil& expunere: consultati medicul. P312 Sunati

la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau un medic, dacé nu va simtiti bine. P405 A se depozita sub cheie. P501
Eliminati continutul/recipientul in conformitate cu reglementarile locale/regionale/nationale/internationale.

BD BBL Gram Decolorizer (212527, 212528)
Pericol

H225 Lichid si vapori foarte inflamabili. H319 Provoaca o iritare grava a ochilor. H336 Poate provoca somnolenta sau ameteala.

P210 A se pastra departe de surse de céaldura, suprafete fierbinti, scantei, flacari si alte surse de aprindere. Fumatul interzis. P240
Legatura la pamént/conexiune echipotentiala cu recipientul si cu echipamentul de receptie. P241 Utilizati echipamente electrice/
de ventilare/de iluminat antideflagrante. P242 Nu utilizati unelte care produc scantei. P243 Luati masuri de precautie Tmpotriva
descarcarilor electrostatice. P261 Evitati sa inspirati praful/fumul/gazul/ceata/vaporii/spray-ul. P264 Spalati-va bine dupa utilizare.
P271 A se utiliza numai Tn aer liber sau in spatii bine ventilate. P280 Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/
echipament de protectie a ochilor/ echipament de protectie a fetei. P303+P361+P353 IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA (sau
parul): scoateti imediat toatd imbracamintea contaminata. Clatiti pielea cu apa/faceti dus. P304+P340 IN CAZ DE INHALARE:
transportati persoana la aer liber si mentineti-o intr-o pozitie confortabild pentru respiratie. P305+P351 IN CAZ DE CONTACT CU
OCHII: cltiti cu atentjie cu apa timp de mai multe minute. P312 Sunati la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau un
medic, daca nu va simtiti bine. P337+P313 Daca iritarea ochilor persista: consultati medicul. P338 Scoateti lentilele de contact,
dacé este cazul si daca acest lucru se poate face cu usurinta. Continuati s& clatiti. P370+P378 In caz de incendiu: Utilizati pentru
stingere: CO,, pulbere sau apa gazoasa. P403+P233 A se depozita intr-un spatiu bine ventilat. Pastrati recipientul inchis etans.
P403+P235 A se depozita intr-un spatiu bine ventilat. A se pastra la rece. P405 A se depozita sub cheie. P501 Eliminati continutul/
recipientul in conformitate cu reglementarile locale/regionale/nationale/internationale.



BD BBL Gram Safranin (212531, 212532)
Atentie

H226 Lichid si vapori inflamabili.

P210 A se pastra departe de surse de caldura, suprafete fierbinti, scantei, flacari si alte surse de aprindere. Fumatul interzis.

P241 Utilizati echipamente electrice/de ventilare/de iluminat antideflagrante. P280 Purtati manusi de protectie/imbracaminte de
protectie/echipament de protectie a ochilor/ echipament de protectie a fetei. P240 Legatura la pamant/conexiune echipotentiala cu
recipientul si cu echipamentul de receptie. P233 Pastrati recipientul inchis etans. P242 Nu utilizati unelte care produc scantei. P243
Luati masuri de precautie impotriva descarcarilor electrostatice. P303+P361+P353 IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA (sau parul):
scoateti imediat toatd imbrécémintea contaminata. Clatiti pielea cu apé/faceti dus. P370+P378 in caz de incendiu: Utilizati pentru
stingere: CO,, pulbere sau apa gazoasa. P403+P235 A se depozita intr-un spatiu bine ventilat. A se pastra la rece. P501 Eliminati
continutul/recipientul in conformitate cu reglementarile locale/regionale/nationale/internationale.

BD BBL Gram Stain Kit (212539)

H225 Lichid si vapori foarte inflamabili. H226 Lichid si vapori inflamabili. H315 Provoaca iritarea pielii. H319 Provoaca o iritare grava
a ochilor. H332 Nociv in caz de inhalare. H336 Poate provoca somnolenta sau ameteala. H351 Susceptibil de a provoca cancer.
H401 Toxic pentru viata acvatica. H402 Nociv pentru viata acvatica. H412 Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.

P201 Procurati instructiuni speciale inainte de utilizare. P202 A nu se manipula decat dupa ce au fost citite si infelese toate

masurile de securitate. P210 A se pastra departe de surse de caldura, suprafete fierbinti, scantei, flacari si alte surse de aprindere.
Fumatul interzis. P233 Pastrati recipientul inchis etans. P240 Legatura la pamant/conexiune echipotentiala cu recipientul si cu
echipamentul de receptie. P241 Utilizati echipamente electrice/de ventilare/de iluminat antideflagrante. P242 Nu utilizati unelte

care produc scantei. P243 Luati masuri de precautie impotriva descarcarilor electrostatice. P261 Evitati sa inspirati praful/fumul/
gazul/ceatal/vaporii/spray-ul. P264 Spalati-va bine dupa utilizare. P271 A se utiliza numai in aer liber sau in spatii bine ventilate.
P273 Evitaii dispersarea in mediu. P280 Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/echipament de protectie a ochilor/
echipament de protectie a fetei. P302+P352 IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA: spalati cu mults apa si sdpun. P303+P361+P353
IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA (sau parul): scoateti imediat toats imbréc&mintea contaminata. Clétiti pielea cu apa/faceti dus.
P304+P340 IN CAZ DE INHALARE: transportati persoana la aer liber si mentineti-o intr-o pozitie confortabil& pentru respiratie.
P305+P351+P338 IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: clatiti cu atentie cu apa timp de mai multe minute. Scoateti lentilele de contact,
daca este cazul si daca acest lucru se poate face cu usurintd. Continuati sa clatiti. P308+P313 IN CAZ DE expunere sau de posibila
expunere: consultati medicul. P312 Sunati la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau un medic, daca nu va simtjti bine.
P321 Tratament specific (a se vedea de pe aceasta etichetd). P332+P313 In caz de iritare a pielii: consultati medicul. P337+P313
Daca iritarea ochilor persista: consultati medicul. P362+P364 Scoateti imbracamintea contaminata si spalati-o Tnainte de reutilizare.
P370+P378 In caz de incendiu: Utilizati pentru stingere: CO,, pulbere sau apa gazoasa. P403+P233 A se depozita intr-un spatiu
bine ventilat. Pastrati recipientul inchis etans. P403+P235 A se depozita intr-un spatiu bine ventilat. A se pastra la rece. P405 A se
depozita sub cheie. P501 Eliminati continutul/recipientul in conformitate cu reglementarile locale/regionale/nationale/internationale.

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

H315 Provoaca iritarea pielii. H319 Provoaca o iritare grava a ochilor. H401 Toxic pentru viata acvatica.

P264 Spalati-va bine dupa utilizare. P280 Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/echipament de protectie a ochilor/
echipament de protectie a fetei. P305+P351+P338 IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: clatiti cu atentie cu ap& timp de mai multe
minute. Scoateti lentilele de contact, daca este cazul si daca acest lucru se poate face cu usurinta. Continuati sa clatiti. P321
Tratament specific (a se vedea de pe aceasta eticheta). P332+P313 In caz de iritare a pielii: consultati medicul. P337+P313

Daca iritarea ochilor persista: consultati medicul. P350 Spalati usor cu multd apa si sapun. P362+P364 Scoateti imbracamintea
contaminata si spalati-o inainte de reutilizare. P501 Eliminati continutul/recipientul in conformitate cu reglementarile locale/
regionale/nationale/internationale.

Depozitare: La recepiie, depozitati la 15-30 °C. Data expirarii este valabila pentru sticlele nedeschise si pastrate conform
instructiunilor. Deschideti numai tnainte de utilizare.

Utilizati solutia de lucru Gram traditionala cu iod in cel mult 3 luni de la preparare, fara a depasi data de expirare a vreunuia

dintre compusi.

Deteriorarea produsului: Dupa reconstituire, nestabilizat lod Gram poate determina variabilitatea coloratjilor Gram atunci cand in
solutie nu mai este disponibil suficient iod. Protejati solutia de iod de expunerile necorespunzatoare la aer, lumina si caldura, pentru
a va asigura de calitatile mordante ale solutiei.



RECOLTAREA $| PREPARAREA PROBELOR

Aplicati proba de testat pe o lamela curata astfel incat sa rezulte un frotiu in strat subtire si uniform. Emulsionati coloniile dintr-o
cultura veche de 18-24 h in ser fiziologic pentru a obtine densitatea adecvata.

Lasati frotiul sa se usuce la aer.
Fixati frotiul utilizand una din urmatoarele tehnici:

1. Fixati la caldura prin trecerea lamei printr-o flacara joasa de 2—3 ori. Lasati lamela sa se raceasca la temperatura camerei
fnainte de efectuarea coloratiei. NOTA: Nu supraincalziti lamela; caldura excesiva poate conduce la o coloratie atipica.

2. Fixarea lamei cu metanol se realizeaza prin inundarea lamei cu metanol absolut timp de 1-2 min si apoi clatirea lamei cu apa
de la robinet inainte de efectuarea coloratiei.> NOTA: Pentru efectuarea unei fixari adecvate, pastrati metanolul absolut intr-un
recipient inchis la culoare cu capac cu filet si completati rezerva de lucru la fiecare doua saptamani.

PROCEDURA

Prepararea reactivilor

Preparati solutia de lucru Gram traditionala cu iod prin adaugarea intregii fiole de 2,5 mL de iod Gram 100X la 250 mL solvent Gram
sau un flacon de 40 mL de iod Gram 100X la 3,8 L de solvent Gram; amestecati bine.

Materiale furnizate: Cristal violet Gram, iod Gram sau iod Gram stabilizat, decolorant Gram si safranina Gram sau fucsina
bazica Gram.

Materiale necesare dar nefurnizate: Lame pentru microscop, lampa bunsen sau metanol, ansa bacteriologica, tampoane, hartie
de filtru, microscop cu lentile pentru imersie si lamele Gram.

Procedura de testare:

Inundati lamela fixata cu colorantul primar (cristal violet Gram) si lasati sa se produca coloratia timp de 1 min.
Indepértati colorantul primar prin spalare cu apa rece de la robinet.

Inundati lamela cu mordant (iod Gram sau iod Gram stabilizat) pe care il pastrati pe lamela 1 min.

Indepartati mordantul prin spalare cu apa rece de la robinet.

Decolorati (decolorant Gram) pana cand solventul care curge de pe lamela devine incolor (3—60 sec).

Spalati lamela cu grija cu apa rece de la robinet.

Inundati lamela cu colorant (fie safranina Gram, fie fucsina bazica Gram) si lasati colorantul sa actioneze 30—60 sec.
Spalati lamela cu grija cu apa rece de la robinet.

9. Absorbiti cu hartie de filtru sau cu un servetel de hartie sau lasati sa se usuce la aer.

10. Examinati frotiul cu o lentila pentru imersie.

© N ok N2

Controlul calitatii efectuat de utilizator

Cerintele controlului de calitate trebuie realizate conform reglementarilor aplicate local, national si/sau federal sau cerintelor de
acreditare si procedurilor de laborator standard pentru controlul calitatii. Este recomandat ca utilizatorul sa apeleze la ghidurile
adecvate CLSI si reglementarile CLIA pentru tehnici adecvate ale controlului de calitate.

Efectuati controale utilizand lamele Gram BBL (nr. cat. 231401) sau culturi vechi de 18-24 h ale unor micrororganisme gram-pozitive
si gram-negative cunoscute. Pentru testare sunt recomandate urmatoarele tulpini:

Organism ATCC Rezultate estimate
Staphylococcus aureus 25923 coci gram-pozitivi
Escherichia coli 25922 bastonase gram-negative

LIMITARILE PROCEDURII

Coloratia Gram furnizeaza numai informatii preliminare de identificare si nu poate substitui studierea prin cultivare a probelor.
Rezultatele coloratiei Gram trebuie confirmate cu proceduri suplimentare cum ar fi testele directe de antigen si cultivarea pe medii
de cultura.

Tratamentul prealabil cu medicamente antibacteriene poate determina unele bacterii gram-pozitive sa apara drept gram-negative.

Pentru rezultate optime se recomanda utilizarea culturilor vechi de 18—24 h deoarece celulele tinere au o afinitate mai mare pentru
majoritatea colorantilor decat celulele batrane. Acest fapt este adevarat mai ales pentru multe dintre microorganismele formatoare de
spori, care sunt intens gram-pozitive la examinarea din culturi proaspete dar care mai tarziu devin gram-variabile sau gram-negative.
Reactia Gram de colorare este afectata de deteriorarea fizica a peretelui sau a protoplastului celulei bacteriene. Peretele celular
reprezinta la bacteriile gram-pozitive o bariera care impiedica parasirea citoplasmei de catre complexul colorant. Peretele bacterian
contine, la bacteriile gram-negative, lipide solubile in solventi organici care pot astfel patrunde in citoplasma pe care o decoloreaza.
Tn consecintd, este posibil ca microorganismele a céror structurd a fost afectatd de caldura in exces sa nu reactioneze la coloratia
Gram asa cum se estimeaza.

LPentru obtinerea unor rezultate corecte este necesara respectarea atenta a procedurilor si a criteriilor de interpretare. Acuratetea
depinde intr-un grad inalt de experienta si indeméanarea microbiologului.”?

Rezultatele coloratiei Gram, inclusiv morfologia celulara, pot fi afectate de vechimea izolatului, de prezenta enzimelor autolitice la
nivelul bacteriilor, de transferul bacteriilor pentru cultivare de pe medii care contin antibiotic, precum si de recoltarea probelor de la
pacienti in tratament cu antibiotice.* ,Interpretarea poate fi, de asemenea, afectaté de catre substantele de fond sau de prezenta
artefactelor. Coloratiile gram-pozitive precipitate apar de obicei ca niste forme cocoide neregulate sau forme stelate care aduc cu
hifele fungice.”



REZULTATE ESTIMATE Sl CARACTERISTICI DE PERFORMANTA™

Reactie Utilizand Gram Safranin Utilizand Gram Basic Fuchsin

Gram pozitiva Celule purpuriu intunecat Celule de la purpuriu deschis la purpuriu intunecat
Gram negativa Celule de la roz la rosu Celule de la roz la fucsina
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Service Tehnic si Suport: contactati reprezentantul local BD sau www.bd.com.
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gk#} 1D ¥ 3 / Paciento identifikavimo numeris / Pacienta ID numurs / Identificatienummer van de patiént / Pasientens ID-nummer / Numer ID pacjenta / Namero da
ID do doente / Numar ID pacient / aeHTudukaumoHHblii Homep naumnenTa / Identifikaéné Cislo pacienta / ID broj pacijenta / Patientnummer / Hasta kimlik numarasi /
IneHTudikaTop nauieHTa / H#FH bRl S

Fragile, Handle with Care / YynnuBo, PaGoTeTe ¢ HeobxoanmoTo BHMMaHue. / Kiehké. PFi manipulaci postupujte opatrné. / Forsigtig, kan ga i stykker. / Zerbrechlich,
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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