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Svenska
Gram Stain Kit 1 Kat. nr.
Gram Crystal Violet For fargning for differentiering av bakterier. 1 x 250 mL 212539
Gram lodine (stabiliserad) 1 x 250 mL
Gram Decolorizer 1x250 mL
Gram Safranin 1x 250 mL
Gram Crystal Violet Foér Gramfargning for differentiering av bakterier. 4 x 250 mL 212525
1x3,8L 212526
Gram lodine (stabiliserad) For Gramfargning for differentiering av bakterier. 4 x 250 mL 212542
1x3,8L 212543
Gram Decolorizer Fér Gramfargning for differentiering av bakterier. 4 x 250 mL 212527
1x3,8L 212528
Gram Safranin For Gramfargning for differentiering av bakterier. 4 x 250 mL 212531
1x3,8L 212532
Gram Basic Fuchsin For Gramfargning for differentiering av bakterier. 4 x 250 mL 212544
1x3,8L 212545

ANVANDNINGSOMRADE

Kit och reagenser for Gramfargning anvands for fargning av mikroorganismer fran odlingar eller prover, med Gramférgningsmetoden
for differentiering.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Metoden med Gramfargning uppfanns 1884 av Christian Gram vid forsok att differentiera baktericeller fran infekterad vavnad.
Fastéan Gram observerade det som numera kallas for “Gramreaktionen” insag han inte teknikens taxonomiska varde.

Gramfargning anvands numera for att indela intakta, morfologiskt likartade baktericeller i tva grupper pa grundval av bakteriernas
farg efter fargning. Dessutom tydliggors cellernas form, storlek och strukturella detaljer. Saddan preliminar information ger viktiga
fingervisningar om typen av narvarande organism(er) och vilka ytterligare metoder som kravs for att typa dem.

Eftersom oorganisk jod snabbt oxideras och forlorar sin effektivitet som betmedel® skiljer sig Gram Stain Kit (kat. nr. 212539) fran
Grams ursprungliga sammansattning genom att det innehaller ett stabilare, organiskt jodkomplex, L-polyvinylpyrrolidonjod.

FUNKTIONSPRINCIPER

Proceduren vid Gramfargningen? bestar av:

Fargning av fixerat utstryk med kristallviolett.

Paforing av jod som betmedel.

Avfargning av primarfargningen med alkohol/aceton, samt motfargning med safranin eller basisk fuksin.

Ett kristallviolett—jodkomplex bildas i protoplasman (ej i cellvdggen) hos alla organismer som fargas vid detta férfarande. Organismer
som kan behalla detta fargkomplex efter avfargning klassas som grampositiva, medan de som kan avfargas och motfargas klassas
som gramnegativa.

Om cellvaggen rupturerar eller avliagsnas kan protoplasman hos grampositiva (liksom gramnegativa) celler avfargas och den
grampositiva egenskapen forloras. Gramfargningsmekanismen verkar saledes vara férknippad med narvaro av en intakt cellvagg
som kan fungera som en barriar mot avfargning av primarfargningen.

| allménhet ar cellvaggen oselektivt permeabel. En teori ar att cellvaggen hos grampositiva celler under Gramfargningen dehydreras
av alkoholen i avfargningsmedlet och forlorar sin permeabilitet, och pa sa satt behaller primarfargen. Cellvaggen hos gramnegativa
celler daremot, har en hogre lipidhalt och blir mer permeabla vid behandling med alkohol, vilket resulterar i forlust av primarfargen.

Gramfargningens molekylara mekanism har annu ej klarlagts.



REAGENSER
Ungefarlig sammansattning* per liter

Gram Cry_stal__VioIet Gram Decolorizer
PRIMARFARG AVFARGNINGSMEDEL
Kristallviolett ... ACEION ... 250,0 mL
1SOProPaNOl .........vveieeeiieiiiiee e 1SOPropPaNOl .........uevveeeiiiiiiiiiie e 750,0 mL
Etanol/metanol .. . .
fi
Destillerat vatten ..o 900,0 mL Gra;oii‘&a;én
Gram lodine Safranin O-pulver (ren farg) ........ccooveviirieinnennne. 4049
MORDANT Etanol/metanol .................
(Arbetslosning beredd av Gram Diluent och Destillerat vatten
Gram lodine 100X) . .
N L 33g Grah'n"o?ﬁ‘éguchs'"
Kaliumjodid........ .6,6g

Destillerat vatten ............cccoceeeeiiiiiiiiee e 10L
Stabilized Gram lodine

MORDANT

Polyvinylpyrrolidon-jodkomplex.............cccee.... 100,09

Kaliumjodid

Destillerat vatten ...........ccccoeeeeeiiiiiiie e 1,0L

*Justerad och/eller kompletterad efter behov fér att uppfylla prestandakriterierna.

Varningar och forsiktighetsbeaktanden: For in vitro-diagnostik.

Med tiden kan en fin fallning bildas i Gram Basic Fuchsin. Produktens funktionsduglighet paverkas dock ej.
BD BBL Gram Crystal Violet (212525, 212526)

Varning

H332 Skadligt vid inandning. H351 Misstanks kunna orsaka cancer. H402 Skadligt for vattenlevande organismer. H412 Skadliga
langtidseffekter for vattenlevande organismer.

P201 Inhamta sarskilda instruktioner fore anvandning. P202 Anvand inte produkten innan du har last och forstatt
sakerhetsanvisningarna P261 Undvik att inandas damm/rék/gaser/dimma/angor/sprej. P271 Anvands endast utomhus eller i val
ventilerade utrymmen. P273 Undvik utslapp till miljon. P280 Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.
P304+P340 VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att andningen underlattas.” P308+P313 Vid exponering eller
misstanke om exponering Sok lakarhjalp. P312 Vid obehag, kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller lakare. P405
Forvaras inlast. P501 Innehallet/behallaren ska kasseras i enlighet med lokala/regionala/nationella/internationella bestammelser.

BD BBL Gram Decolorizer (212527, 212528)
Fara

H225 Mycket brandfarlig vatska och anga. H319 Orsakar allvarlig dgonirritation. H336 Kan gora att man blir dasig eller omtdcknad.
P210 Far inte utsattas for varme, heta ytor, gnistor, 0ppen laga eller andra antéandningskallor. Rokning férbjuden.” P240 Jorda/
potentialférbind behallare och mottagarutrustning. P241 Anvand explosionssaker elektrisk/ventilations-/belysningsutrustning.

P242 Anvand endast verktyg som inte ger upphov till gnistor. P243 Vidta atgarder mot statisk elektricitet. P261 Undvik att inandas
damm/rok/gaser/dimma/angor/sprej. P264 Tvatta grundligt efter anvandning. P271 Anvands endast utomhus eller i val ventilerade
utrymmen. P280 Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd. P303+P361+P353 VID HUDKONTAKT (aven
haret): Ta omedelbart av alla nedstankta klader. Skélj huden med vatten/duscha. P304+P340 VID INANDNING: Flytta personen

till frisk luft och se till att andningen underlattas.” P305+P351 VID KONTAKT MED OGONEN: Skdlj forsiktigt med vatten i flera
minuter. P312 Vid obehag, kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller lakare. P337+P313 Vid bestaende ogonirritation: Sok
lakarhjalp. P338 Ta ur eventuella kontaktlinser om det gar 1att. Fortséatt att skélja. P370+P378 Vid brand: Slack med CO,, pulver
eller vatten. P403+P233 Forvaras pa val ventilerad plats. Férpackningen ska férvaras val tillsluten. P403+P235 Forvaras pa val
ventilerad plats. Forvaras svalt. P405 Forvaras inlast. P501 Innehallet/behallaren ska kasseras i enlighet med lokala/regionala/
nationella/internationella bestammelser.



BD BBL Gram Safranin (212531, 212532)
Varning

H226 Brandfarlig vatska och anga.

P210 Far inte utsattas for varme, heta ytor, gnistor, 0ppen laga eller andra antédndningskallor. Rokning forbjuden.” P241 Anvand
explosionssaker elektrisk/ventilations-/belysningsutrustning. P280 Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd.
P240 Jorda/potentialférbind behallare och mottagarutrustning. P233 Behallaren ska vara val tillsluten. P242 Anvand endast verktyg
som inte ger upphov till gnistor. P243 Vidta atgarder mot statisk elektricitet. P303+P361+P353 VID HUDKONTAKT (aven haret):

Ta omedelbart av alla nedsténkta klader. Skélj huden med vatten/duscha. P370+P378 Vid brand: Slack med CO,, pulver eller
vatten. P403+P235 Forvaras pa val ventilerad plats. Forvaras svalt. P501 Innehallet/behallaren ska kasseras i enlighet med lokala/
regionala/nationella/internationella bestammelser.

BD BBL Gram Stain Kit (212539)

Fara

H225 Mycket brandfarlig vatska och anga. H226 Brandfarlig vatska och anga. H315 Irriterar huden. H319 Orsakar allvarlig
ogonirritation. H332 Skadligt vid inandning. H336 Kan gora att man blir dasig eller omtécknad. H351 Missténks kunna orsaka
cancer. H401 Giftigt for vattenlevande organismer. H402 Skadligt for vattenlevande organismer. H412 Skadliga langtidseffekter for
vattenlevande organismer.

P201 Inhamta sarskilda instruktioner fore anvandning. P202 Anvand inte produkten innan du har last och forstatt
sakerhetsanvisningarna P210 Far inte utsattas for varme, heta ytor, gnistor, 6ppen laga eller andra antédndningskallor. Rokning
forbjuden.” P233 Behallaren ska vara val tillsluten. P240 Jorda/potentialforbind behallare och mottagarutrustning. P241 Anvand
explosionssaker elektrisk/ventilations-/belysningsutrustning. P242 Anvand endast verktyg som inte ger upphov till gnistor. P243
Vidta atgarder mot statisk elektricitet. P261 Undvik att inandas damm/rok/gaser/dimma/angor/sprej. P264 Tvatta grundligt

efter anvandning. P271 Anvands endast utomhus eller i val ventilerade utrymmen. P273 Undvik utslapp till miljon. P280
Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd. P302+P352 VID HUDKONTAKT: Tvéatta med mycket tval och
vatten. P303+P361+P353 VID HUDKONTAKT (aven haret): Ta omedelbart av alla nedstankta klader. Skélj huden med vatten/
duscha. P304+P340 VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att andningen underlattas.” P305+P351+P338
VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det gar latt.
Fortsatt att skdlja. P308+P313 Vid exponering eller misstanke om exponering Sok lakarhjalp. P312 Vid obehag, kontakta
GIFTINFORMATIONSCENTRALEN eller 1akare. P321 Sarskild behandling (se pa etiketten). P332+P313 Vid hudirritation: Stk
lakarhjalp. P337+P313 Vid bestaende dgonirritation: Sok lakarhjalp. P362+P364 Ta av nedstankta klader och tvatta dem innan
de anvands igen.” P370+P378 Vid brand: Slack med CO,, pulver eller vatten. P403+P233 Férvaras pa vél ventilerad plats.
Forpackningen ska forvaras val tillsluten. P403+P235 Forvaras pa val ventilerad plats. Forvaras svalt. P405 Forvaras inlast. P501
Innehallet/behallaren ska kasseras i enlighet med lokala/regionala/nationella/internationella bestammelser.

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

H315 Irriterar huden. H319 Orsakar allvarlig 6gonirritation. H401 Giftigt for vattenlevande organismer.

P264 Tvatta grundligt efter anvandning. P280 Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd. P305+P351+P338 VID
KONTAKT MED OGONEN: Skdlj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det gar l&tt. Fortsétt att skolja.
P321 Sarskild behandling (se pa etiketten). P332+P313 Vid hudirritation: Sok lakarhjalp. P337+P313 Vid bestaende dgonirritation: S6k
lakarhjalp. P350 Tvatta forsiktigt med mycket tval och vatten. P362+P364 Ta av nedstéankta klader och tvatta dem innan de anvands
igen. P501 Innehallet/behallaren ska kasseras i enlighet med lokala/regionala/nationella/internationella bestammelser.

Forvaring: Forvaras vid 15-30 °C efter leverans. Utgangsdatum galler for produkter i o6ppnade flaskor vid férvaring enligt
anvisningarna. Far ej 6ppnas forran omedelbart fére anvandning.

Anvand den traditionella Gram-jod-arbetslésningen inom 3 manader efter beredning, dock ej efter utgangsdatum fér nagon

av komponenterna.

Forsamring av produkten: Efter rekonstituering, ej stabiliserad Gram lodine kan orsaka variationer i Gramfargningen nar I6sningen
inte langre innehaller tillrackligt med jod. Skydda jodldsningen fran onddig exponering for luft, ljus och varme, for att sakerstalla att
I6sningen har tillracklig betningsaktivitet.



PROVTAGNING OCH -FORBEREDELSER

Applicera provet pa ett rent objektglas sa att ett tunt, jamnt utstryk erhalls. Emulsifiera kolonier fran en 18—24-timmarsodling i
fysiologisk koksaltlésning sa att korrekt densitet erhalls.

Lat utstryket lufttorka.

Fixera utstryket pa objektglaset med en av foljande metoder:

1. Varmefixera genom att féra objektglaset genom en lag flamma 2-3 ganger. Lat objektglaset svalna till rumstemperatur
fore fargning.
OBS! Varm inte objektglaset for kraftigt; dverhettning resulterar i atypisk fargning.

2. Metanolfixera objektglaset genom att dranka det i absolut metanol i 1-2 min och skélj med ledningsvatten fore fargning.3

OBS!: For adekvat fixering skall den absoluta metanolen forvaras i en brun flaska med skruvliock och metanolen fyllas pa
varannan vecka.

FORFARANDE

Beredning av reagenser

Bered den traditionella Gram-jod-arbetslosningen genom att tillsatta en hel 2,5 mL-ampull Gram lodine 100X till 250 mL Gram
Diluent, eller en hel 40 mL-ampull Gram lodine 100X till 3,8 L Gram Diluent; blanda noggrant.

Tillhandahallet material: Gram Crystal Violet, Gram lodine eller Stabilized Gram lodine, Gram Decolorizer och Gram Safranin eller
Gram Basic Fuchsin.

Material som kravs men ej medféljer: Objekiglas for mikroskopering, bensenbrannare eller metanol, dgla, pinnar, laskpapper,
mikroskop med oljeimmersionslins och Gram-objektglas.

Testforfarande:

Drank det fixerade ustryket i primarfarg (Gram Crystal Violet) och farga i 1 min.

Skolj forsiktigt av primarfargen med kallt ledningsvatten.

Drank objektglaset i betmedel (Gram lodine eller Stabilized Gram lodine) och lat det ligga kvar pa objektglaset i 1 min.
Skolj forsiktigt av betmedlet med ledningsvatten.

Avfarga (Gram Decolorizer) tills I6sningsmedlet som rinner av fran objektglaset ar farglost (3—60 sek).

Skolj objektglaset forsiktigt i kallt ledningsvatten.

Drank objektglaset i motfarg (antingen Gram Safranin eller Gram Basic Fuchsin) och farga i 30-60 sek.

Skolj objektglaset i kallt ledningsvatten.

9. Blotta med laskpapper eller pappershandduk och lat objektglaset lufttorka.

10. Undersok utstryket under en oljeimmersionslins.

© N Ok WN=

Kvalitetskontroll utférd av anvandaren

Kvalitetskontroll maste utforas i enlighet med gallande bestammelser och/eller ackrediteringskrav samt laboratoriets standardrutiner
for kvalitetskontroll. Det rekommenderas att anvandaren konsulterar tillampliga CLSI-riktlinjer och CLIA-foreskrifter for lampliga
kvalitetskontrollférfaranden.

Kor kontroller med BBL Gram Slide (kat.nr. 231401) eller 18—24-timmarsodlingar av kdnda grampositiva och gramnegativa
mikroorganismer. Féljande teststammar rekommenderas:

Organism ATCC Foérvantade resultat
Staphylococcus aureus 25923 Grampositiva kocker
Escherichia coli 25922 Gramnegativa stavar

METODENS BEGRANSNINGAR

Gramfargningen ger endast preliminar information och ersatter inte odling av provet. Resultaten av Gramfargningen maste bekraftas
via ytterligare férfaranden sasom direkta antigentester och odling pa odlingsmedier.

Foéregaende behandling med antibakteriella Iakemedel kan gora att grampositiva organismer i ett prov forefaller gramnegativa.
For basta resultat tillrdds anvandning av en 18-24 timmar gammal odling, eftersom farska celler har hogre affinitet till de flesta

fargamnen an gamla celler. Detta galler sarskilt fér manga sporformer, vilka ar kraftigt grampositiva vid undersokning i farska
odlingar men som senare blir gramvariabla eller gramnegativa.

Gramfargningsreaktionen férandras vid fysisk ruptur av bakteriecellvaggen eller protoplasman. Cellvdggarna hos grampositiva
bakterier utgdr en barriar som forhindrar att fargkomplexet lacker ut ur cytoplasman. Cellvadggarna hos gramnegativa bakterier
innehaller lipider |6sliga i organiska I6sningsmedel, vilka sedan kan avfarga cytoplasman. En mikroorganism som fysiskt har
rupturerat pa grund av 6verhettning kommer darfor inte att reagera som forvantat vid Gramfargning.

“For noggranna resultat kravs att férfarandet och tolkningskriterierna noga féljs. Noggrannheten ar i hdg grad beroende av
mikrobiologens utbildning och skicklighet.”

Resultaten vid Gramfargningen, inklusive organismernas morfologi, kan paverkas av isolatets alder, bakterier innehallande
autolytiska enzymsystem, odlingar 6verforda fran antibiotikahaltiga odlingsmedier, liksom prover tagna fran patienter som behandlas
med antibiotika.* “Bakgrundsmaterial och artefakter kan ocksa stora tolkningen. Utfalld grampositiv farg upptrader vanligen som
oregelbundna kockoida former eller som stjarnformationer som liknar hyphae fran svamp.”



FORVANTADE RESULTAT OCH FUNKTIONSEGENSKAPER'™

Reaktion Med Gram Safranin Med Gram Basic Fuchsin

Grampositiva Lila-svarta celler Starkt lila till lila-svarta celler

Gramnegativa Rosa till roda celler Starkt rosa till fuksiafargade celler
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Teknisk service: Kontakta narmaste BD-representant eller besék www.bd.com.
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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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