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Instructions for Use

Gram Stain Kit for Films

Gram Stain Kit for Tissue

Procedure No. HT90 MNAACIRC K
ce

Intended Use

Gram Stain reagents are intended for use in the delineation of Gram-Positive and Gram-Negative
organisms in films and tissue. Gram Stain reagents are for “In Vitro Diagnostic Use”. For
professional use only. The data obtained from this manual, qualitative procedure identifies Gram-
Positive and Gram-Negative organisms in tissue sections and smears of human specimens. This
data when reviewed in conjunction with other diagnostic tests and information may be used as an
aid to diagnosis of Gram-Positive and Gram-Negative bacterial infections.

Gram stain is used clinically to delineate two distinct groups of microorganisms. Those which retain
primary dye (crystal violet) are called Gram positive. Those which lose the primary dye during a
decolorization step are called Gram negative. The mechanisms whereby Gram positive organisms
retain the primary stain are unknown, although the chemistry and structure of cell walls are most
certainly involved.

The Sigma-Aldrich procedure is based on the work of Hucker and Conn which is a modification of
the original Gram procedure from 1884. The Hucker and Conn procedure utilizes a crystal violet-
ammonium oxalate solution that aids in differentiation and is quite stable.*

Reagents
Crystal Violet Solution (Cat. No. HT901-8FOZ)
Certified crystal violet, 2.30%, C.I. 42555, ammonium oxalate, 0.1%, and 20% ethyl alcohol, SD3A

Gram'’s Iodine Solution (Cat. No. HT902-8F0Z)
Iodine, 0.33%, and potassium iodide, 0.66%

Decolorizer Solution (Cat. No. HT903-8F0Z)
Required for films only. Isopropyl alcohol, 75%, and acetone, 25%

Safranin O Solution (Cat. No. HT904-8F0Z)
Certified safranin 0.6%, C.I. 50240, in 20% ethyl alcohol, SD3A

Tartrazine Solution (Cat. No. HT3028-250ML)
Required for tissue only. Tartrazine, 0.25%, C.I. 19140, and acetic acid, 0.25%

Special Materials Required but Not Provided

¢ Positive control slides should be included in each run, Gram Stain TISSUE-TROL™
(Cat. No. TTROO5)

e Alcohol, Absolute

e Acetone, ACS Grade

e Xylene or xylene substitute

e Microscope

Storage and Stability

Store at room temperature (18-26°C). Reagent label bears the expiration dating. Use once and
discard.

Preparation
All reagents are ready to use.

Precautions

These IVDs are intended for in vitro diagnostic use in a clinical laboratory environment. These
IVDs are for professional use by qualified personnel only. Sigma-Aldrich IVDs may be operated
by laboratory personnel who are trained to handle human specimens that can be infectious,
use microscopes and other laboratory equipment and have color perception and visual acuity to
distinguish colors and other objects under a microscope.

Normal precautions exercised in handling laboratory reagents should be followed. Dispose of waste
observing all local, state, provincial or national regulations.

Gram Stain TISSUE-TROL™ control slides are paraffin embedded animal tissue containing gram
negative and gram positive bacteria and should be considered potentially infectious.

Procedure

Specimen Collection

No known test method can offer complete assurance that blood samples or tissue will not transmit
infection. Therefore, all blood derivatives or tissue specimens should be considered potentially
infectious.

Films
Any well prepared, heat-fixed film is acceptable. The thickness of the film will influence the time
required for decolorization.

Tissue
Any well-fixed paraffin embedded tissue cut at 5 microns.

Notes

Care should be taken to avoid over decolorization of the slides with the Decolorizer Solution. Even
Gram positive organisms will become colorless and appear red if the Decolorizer solution is left on
the slide for excessive periods of time.?

Procedure

Procedure for films

Flood film with Crystal Violet Solution for 1 minute.

Rinse thoroughly in deionized water.

Flood film with Gram’s Iodine Solution for 1 minute.

Rinse thoroughly in deionized water.

Flood with Decolorizer Solution for up to 10 seconds until color stops running.
Rinse thoroughly in deionized water.

Flood film with Safranin O Solution for 1 minute.

Rinse thoroughly in deionized water.

Air dry film and examine microscopically.
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Procedure for tissue?

Deparaffinize sections and hydrate to deionized water.

Place slides on staining rack and cover sections with Crystal Violet Solution, for 1 minute.
Drain off Crystal Violet Solution and rinse thoroughly in deionized water.
Mordant in Gram's Iodine Solution for 5 minutes.

Rinse in deionized water and blot sections.

Differentiate in absolute alcohol or acetone.

Rinse in deionized water.

Cover slides with Safranin O Solution for 30-60 seconds.

9. Rinse in deionized water and blot sections.

10. Cover sections with Tartrazine Solution for 5-10 seconds.

11. Blot off excess stain.

12. Rinse in 2 changes absolute alcohol.

13. Clear in xylene and mount.

Performance Characteristics
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Gram positive organisms Purple

Gram negative organisms Red

If observed results vary from expected results, please contact Sigma-Aldrich Technical Service for
assistance.

Analytical Performance Characteristics

The analytical performance results for the given tests conducted on all target structures, confirm

100% sensitivity, specificity, and repeatability.

Cat. No Product Target Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
Description Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity
HTooy  Crystal Violet - Gram 30f3 30f3 30f3 30f3
NeGg':;R/e 30f3 30f3 30f3 30f3
Hropp  Gramslodine - Gram 30f3 30f3 30f3 30f3
Ng:g:/e 30f3 30f3 30f3 30f3
HToo3  Dgcolorizer poram 30f3 30f3 30f3 30f3
Ngg:me 30f3 30f3 30f3 30f3
HToo4  Safranin O poram 30f3 30f3 30f3 30f3
NSJ:{R/Q 30f3 30f3 30f3 30f3
HT3028  @MAZNe  gaciground  3of3 30f3 30f3 30f3

Warnings and Hazards
Refer to Safety Data Sheet and product labeling for any updated risk, hazard or safety information.

HT90A:

g

H314 Causes severe skin burns and eye damage.

H336 May cause drowsiness or dizziness.

H411 Toxic to aquatic life with long lasting effects.

P261 Avoid breathing dust/ fume/ gas/ mist/ vapors/ spray.

P271 Use only outdoors or in a well-ventilated area.

P273 Avoid release to the environment.

P280 Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.

P303 + P361 + P353 IF ON SKIN (or hair): Take off immediately all contaminated clothing. Rinse
skin with water.

P305 + P351 + P338 IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact
lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.
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H314 Causes severe skin burns and eye damage.

H411 Toxic to aquatic life with long lasting effects.

P273 Avoid release to the environment.

P280 Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.

P303 + P361 + P353 IF ON SKIN (or hair): Take off immediately all contaminated clothing. Rinse
skin with water.

P304 + P340 + P310 IF INHALED: Remove person to fresh air and keep comfortable for breathing.
Immediately call a POISON CENTER/ doctor.

P305 + P351 + P338 IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact
lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

P363 Wash contaminated clothing before reuse.

If during the use of this device or as a result of its use, a serious incident has
occurred, please report it to the manufacturer and/or its authorized representative
and to your national authority.

Symbol Definitions
Symbols as defined in EN ISO 15223-1:2021

N Manufacturer Catalogue Number

[]ﬂ Consult Instructions for Use Batch Code
Authorized Representative European Union Declaration
in the European Community/ c E of Conformity (defined in IVDR
European Union 2017/746)
g Use-by Date In vitro diagnostic medical device
,ﬂ’ Temperature Limit & Caution
@ Date of Manufacture @ Importer

E Indicates the Authorised

Representative in Switzerland

References

1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill, New
York, 1965, pp 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 p 234

Contact Information

To place an order, please visit our web site at SigmaAldrich.com. For Technical Service, please visit the
tech service page on our web site at SigmaAldrich.com/techservice.

Revision History

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Transferred to new template with current branding. Specified for professional use in
intended use and precautions. Revised intended use to align with IVDR guidelines.
Updated Material Safety Data Sheet to Safety Data Sheet. Updated contact information.
Removed instruction to follow CLSI for specimen collection. Removed EN 980 and
changed to EN ISO 15223-1:2021 for symbols. Removed discontinuted Cat. No.

G3045 from Special Materials Required but not Required. Added adverse event contact
information. Added Warnings and Hazards. Added CH-REP information.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

The Initial M and Sigma-Aldrich are trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany or its affiliates. All other
trademarks are the property of their respective owners. Detailed information on trademarks is available via
publicly accessible resources.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Anweisungen fir den Gebrauch

Gram-Farbe-Kit fur Ausstriche

Gram-Farbe-Kit fur Gewebe
Verfahren Nr. HT90

ce MRRCK

Verwendungszweck

Die Reagenzien fur die Gram-Farbung dienen zur Abgrenzung von grampositiven und
gramnegativen Organismen in Ausstrichen und Geweben. Die Reagenzien fiir die Gram-Farbung
sind fir die ,In-vitro-Diagnose" bestimmt. Nur fir den professionellen Gebrauch. Die mit diesem
manuellen qualitativen Verfahren gewonnenen Daten dienen dem Nachweis grampositiver und
gramnegativer Organismen in Gewebeschnitten und Ausstrichen von menschlichen Proben. Diese
Daten konnen in Verbindung mit anderen diagnostischen Tests und Informationen als Hilfsmittel fur
die Diagnose von Infektionen mit grampositiven und gramnegativen Bakterien verwendet werden.

Die Gram-Farbung dient zur klinischen Unterscheidung zweier verschiedener Gruppen von
Mikroorganismen. Mikroorganismen, die den priméaren Farbstoff (Kristallviolett) binden, bezeichnet
man als grampositiv. Mikroorganismen, die wahrend der Entfarbung den Primarfarbstoff abgeben,
werden als gramnegativ bezeichnet. Die Mechanismen, durch welche grampositive Organismen die
primére Anfarbung beibehalten, sind unbekannt. Allerdings spielen chemische Eigenschaften und
die Struktur der Zellwénde mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Rolle.

Das Verfahren von Sigma-Aldrich basiert auf den Arbeiten von Hucker und Conn und ist eine
Abwandlung des urspriinglichen Gram-Verfahrens von 1884. Das Verfahren von Hucker und Conn
verwendet eine Kristallviolett-Ammoniumoxalat-Losung, die die Differenzierung unterstitzt und
zudem relativ stabil ist.*

Reagenzien

Kristallviolett-L6sung (Kat.-Nr. HT901-8FOZ)

Zertifiziertes Kristallviolett, 2,30 %, C.I. 42555, Ammoniumoxalat, 0,1 % und 20 % Ethylalkohol,
SD3A

Gram'sche Iodlosung (Kat.-Nr. HT902-8FOZ)

Jod, 0,33 %, und Kaliumjodid, 0,66 %.

Entfarberlosung (Kat.-Nr. HT903-8F0Z)

Nur fur Ausstriche erforderlich. Isopropylalkohol, 75 % und Aceton, 25 %

Safranin O-Lésung (Kat.-Nr. HT904-8F0Z)
Zertifiziertes Safranin 0,6 %, C.I. 50240, in 20%igem Ethylalkohol, SD3A

Tartrazin-Losung (Kat.-Nr. HT3028-250ML)
Nur fir Gewebe erforderlich. Tartrazin, 0,25 %, C.I. 19140 und Essigséure, 0,25 %

Spezielle Materialien, die erforderlich sind, aber nicht zur Verfiigung

gestellt werden

* Positive Kontroll-Objekttréger sollten in jedem Durchlauf enthalten sein, Gram-Farbung
TISSUE-TROL™ (Kat.-Nr. TTR005)

¢ Reiner Alkohol

e Aceton, ACS-Qualitat

e Xylol oder Xylolersatz

e Mikroskop

Lagerung und Stabilitat

Bei Raumtemperatur (18-26 °C) lagern. Das Verfallsdatum ist auf dem Etikett des Reagenzes
angegeben. Einmal verwenden, dann entsorgen.

Vorbereitung
Alle Reagenzien sind gebrauchsfertig.

VorsichtsmaBnahmen

Diese IVDs sind fir die In-vitro-Diagnostik in einer klinischen Laborumgebung bestimmt. Diese
IVDs sind nur fir den professionellen Gebrauch durch qualifiziertes Personal bestimmt. Die IVDs
von Sigma-Aldrich kénnen von Laborpersonal bedient werden, das im Umgang mit menschlichen
Proben, die infektios sein konnen, geschult ist, Mikroskope und andere Laborgeréte bedienen kann
und Uber eine Farbwahrnehmung und Sehschérfe verfiigt, um Farben und andere Objekte unter
dem Mikroskop zu unterscheiden.

Beim Umgang mit Laborreagenzien sind die tblichen VorsichtsmaBnahmen zu beachten. Entsorgen
Sie den Abfall unter Einhaltung aller 6rtlichen, staatlichen, regionalen oder nationalen Vorschriften.

Gram-Farbung TISSUE-TROL™-Kontroll-Objekttrager sind in Paraffin eingebettetes tierisches
Gewebe, das gramnegative und grampositive Bakterien enthalt und als potenziell infektios
betrachtet werden sollte.

Verfahren

Probenentnahme

Keine bekannte Testmethode kann vollstéandige Sicherheit bieten, dass Blutproben oder Gewebe
keine Infektion Ubertragen. Daher sollten alle Blutderivate oder Gewebeproben als potenziell
infektids betrachtet werden.

Ausstriche

Alle gut vorbereiteten, hitzefixierten Ausstriche konnen verwendet werden. Die Dicke des Ausstrichs
hat Einfluss auf die Dauer, die fur die Entfarbung benétigt wird.

Gewebe
Alle gut fixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte mit einer Dicke von 5 Mikrometern.

Anmerkungen

Eine UbermaBige Entfarbung der Objekttréger mit der Entfarberlésung sollte vermieden werden.
Bei zu langer Verweildauer der Entfarberlésung auf den Objekttradgern werden selbst grampositive
Organismen entférbt und erscheinen rot.>

Verfahren

Verfahren fiir Ausstriche
Den Ausstrich fir 1 Minute mit Kristallviolett-Losung fluten.
Grundlich in entionisiertem Wasser absplen.
Den Ausstrich fir 1 Minute mit Gram'scher Iodlésung fluten.
Grindlich in entionisiertem Wasser absptlen.
Fir bis zu 10 Sekunden mit Entfarberlésung fluten, bis keine Farbe mehr austritt.
Griindlich in entionisiertem Wasser abspiilen.
Den Ausstrich fur 1 Minute mit Safranin O-Ldsung fluten.
Grundlich in entionisiertem Wasser absplen.
Ausstrich an der Luft trocknen lassen und mikroskopisch untersuchen.
Verfahren fiir Gewebe?
1. Schnitte entparaffinieren und in entionisiertem Wasser hydratisieren.
Die Objekttréger auf ein Farbegestell legen und die Schnitte 1 Minute lang mit Kristallviolett-
Losung bedecken.
3. Kristallviolett-Losung abgieBen und griindlich in entionisiertem Wasser absptilen.
4. 5 Minuten lang in Gram'scher Iodlésung beizen.
5. Mit entionisiertem Wasser abspilen und die Abschnitte abtupfen.
6. Differenzierung mit reinem Alkohol oder Aceton durchfiihren.
7
8
9
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Mit entionisiertem Wasser absplen.
Objekttrager fiir 30-60 Sekunden mit Safranin O-L&sung Uberziehen.
Mit entionisiertem Wasser absptilen und die Abschnitte abtupfen.

10. Die Schnitte 5-10 Sekunden mit der Tartrazin-Losung bedecken.

11. Uberschiissiges Farbemittel abtupfen.

12. 2 Mal mit reinem Alkohol spilen.

13. In Xylol kldren und einbetten.

Leistungsmerkmale
Grampositive Organismen Violett
Gramnegative Organismen Rot

Wenn die beobachteten Ergebnisse von den erwarteten Ergebnissen abweichen, wenden Sie sich
bitte an den Technischen Service von Sigma-Aldrich, um Unterstltzung zu erhalten.

Analytische Leistungsmerkmale

Die Ergebnisse der analytischen Leistung fir die gegebenen Tests, die fur alle Zielstrukturen
durchgefiihrt wurden, bestétigen eine 100%ige Sensitivitat, Spezifitdt und Wiederholbarkeit.

Kat.- Beschreibung Ziel Intra- Intra- Inter- Inter-
Nr. des Produkts Assay- Assay- Assay- Assay-
Spezifitdit Empfindlichkeit Spezifitat Empfindlichkeit

Kristallviolett-

HT901 Lésung Grampositiv 3von3 3von3 3von3 3von3
Gramnegativ. 3 von 3 3von 3 3von3 3von3

Gram'sche .
HT902 TodIgsung Grampositiv 3von 3 3von 3 3von 3 3von 3
Gramnegativ. 3 von 3 3von3 3von3 3von3
HT903 Entfarberlosung Grampositiv 3von3 3von3 3von3 3von 3
Gramnegativ. 3 von 3 3von3 3von3 3von 3

Safranin -
HT904 0-Lésung Grampositiv. 3 von 3 3von 3 3von3 3von3
Gramnegativ. 3 von 3 3von 3 3von3 3von3

Tartrazin- .

HT3028 Lésung Hintergrund 3von 3 3von 3 3von 3 3von 3

Warnungen und Gefahren

Aktuelle Risiko-, Gefahren- und Sicherheitsinformationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt und
auf der Produktkennzeichnung.

HT90A:
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H314 Verursacht schwere Verdtzungen der Haut und Augenschéaden.

H336 Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.

H411 Giftig fir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.

P261 Staub/Rauch/Gas/Nebel/Démpfe/Spray mdoglichst nicht einatmen.

P271 Nur im Freien oder an einem gut belifteten Ort verwenden.

P273 Freisetzung in die Umwelt ist zu vermeiden.

P280 Tragen Sie Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz.

P303 + P361 + P353 BEI KONTAKT MIT DER HAUT (oder Haar): Alle kontaminierten
Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Die Haut mit Wasser abspilen.

P305 + P351 + P338 BEI AUGENKONTAKT: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spilen.
Entfernen Sie Kontaktlinsen, falls vorhanden und leicht durchzufiihren. Weiter absptlen.
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H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und Augenschaden.

H411 Giftig fir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.

P273 Freisetzung in die Umwelt ist zu vermeiden.

P280 Tragen Sie Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz.

P303 + P361 + P353 BEI KONTAKT MIT DER HAUT (oder Haar): Alle kontaminierten
Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Die Haut mit Wasser abspulen.

P304 + P340 + P310 BEIM EINATMEN: Bringen Sie die Person an die frische Luft und sorgen Sie
dafir, dass sie bequem atmen kann. Rufen Sie sofort eine GIFTNOTRUFZENTRALE oder einen
Arzt an.

P305 + P351 + P338 BEI AUGENKONTAKT: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spilen.
Entfernen Sie Kontaktlinsen, falls vorhanden und leicht durchzufiihren. Weiter abspulen.

P363 Kontaminierte Kleidung vor erneutem Tragen waschen.

Wenn wahrend der Verwendung dieses Gerits oder als Folge seiner Verwendung
ein schwerwiegender Zwischenfall eingetreten ist, melden Sie dies bitte dem
Hersteller und/oder seinem bevollméachtigten Vertreter sowie Ihrer

nationalen Behorde.

Symbol-Definitionen
Symbole gemaB der Definition in EN ISO 15223-1:2021

N Hersteller

EE] Anweisungen fir den Gebrauch
beachten

Katalognummer

Chargencode

Bevollméchtigter Vertreter in Konformitatserklarung der

der Europdischen Gemeinschaft/ C E Europaischen Union (definiert in

Europadischen Union IVDR 2017/746)

Medizinisches In-vitro-
g Verfallsdatum Diagnosegerit
,ﬂ’ Temperatur-Grenzwert &

Vorsicht

Datum der Herstellung Importeur

Weist auf den bevollméchtigten
Vertreter in der Schweiz hin

Referenzen
1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill,
New York, 1965, pp 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 p 234
Kontaktinformationen

Um eine Bestellung aufzugeben, besuchen Sie bitte unsere Website unter SigmaAldrich.com. Fur
den technischen Service besuchen Sie bitte die technische Service-Seite auf unserer Website unter
SigmaAldrich.com/techservice.

Revisionshistorie

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Die neue Vorlage mit aktuellem Branding wurde angewandt. In Verwendungszweck
und VorsichtsmaBnahmen wurde die Nennung der gewerblichen Verwendung
hinzugefiigt. Uberarbeitung des Verwendungszwecks zur Angleichung an die
IVDR-Richtlinien. Materialsicherheitsdatenblatt wurde in Sicherheitsdatenblatt
geandert. Kontaktinformationen wurden aktualisiert. Die Anweisung, CLSI fur die
Probenentnahme zu befolgen, wurde entfernt. EN 980 wurde gestrichen und in

EN ISO 15223-1:2021 fur Symbole geandert. Nicht mehr lieferbare Kat- Nr. G3045 aus
Spezielle Materialien, die erforderlich sind, aber nicht zur Verfligung gestellt werden
entfernt. Kontaktinformationen fiir unerwiinschte Ereignisse wurden hinzugefiigt.
Warnungen und Gefahren hinzugefiigt. CH-REP-Informationen wurden hinzugefiigt.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

Die Initiale M und Sigma-Aldrich sind Marken der Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland oder ihrer
Tochtergesellschaften. Alle anderen Marken sind das Eigentum ihrer jeweiligen Inhaber. Ausfiihrliche Informationen
Giber Marken sind tUber &ffentlich zugéngliche Quellen erhaltlich.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Mode d’emploi

Kit de coloration de Gram pour les frottis

Kit de coloration de Gram pour les tissus
Procédure n° HT90

ce MERRCTK

Utilisation prévue

Les réactifs pour la coloration de Gram sont destinés a étre utilisés pour mettre en évidence les
micro-organismes a Gram positif et a Gram négatif dans les frottis et les tissus. Les réactifs pour
la coloration de Gram sont destinés a un « usage en diagnostic in vitro ». Réservé a un usage
professionnel. Les données obtenues avec cette procédure qualitative manuelle permettent
d’identifier les micro-organismes a Gram positif et a Gram négatif dans les coupes de tissus et les
frottis d’échantillons humains. Lorsqu’elles sont examinées en association avec d’autres tests de
diagnostic et d'autres informations, ces données peuvent étre utilisées comme aide au diagnostic
des infections bactériennes a Gram positif et a Gram négatif.

La coloration de Gram est utilisée en clinique pour différencier deux groupes distincts de
micro-organismes. Ceux qui retiennent le colorant primaire (cristal violet) sont dits a Gram positif.
Ceux qui perdent le colorant primaire lors d’une étape de décoloration sont dits a Gram négatif.
Les mécanismes par lesquels les micro-organismes a Gram positif retiennent le colorant primaire
sont inconnus, bien que la composition chimique et la structure des parois cellulaires soient trés
certainement impliquées.

La procédure de Sigma-Aldrich repose sur le travail de Hucker et Conn qui est une modification de
la procédure d’origine de Gram de 1884. La procédure de Hucker et Conn utilise une solution de
cristal violet et d’oxalate d’ammonium qui facilite la différenciation et est assez stable.!

Réactifs
Solution de cristal violet (réf. HT901-8FOZ)
Cristal violet certifié, 2,30 %, C.I. 42555, oxalate d'ammonium, 0,1 % et alcool éthylique a 20 %, SD3A.

Solution d’iode de Gram (réf. HT902-8FOZ)
Iode, 0,33 % et iodure de potassium, 0,66 %.

Solution de décoloration (réf. HT903-8FOZ)
Requise pour les frottis uniquement. Alcool isopropylique, 75 % et acétone, 25 %.

Solution de safranine O (réf. HT904-8FOZ)
Safranine certifiée 0,6 %, C.I. 50240, dans de |'alcool éthylique a 20 %, SD3A.

Solution de tartrazine (réf. HT3028-250ML)
Requise pour les tissus uniquement. Tartrazine, 0,25 %, C.I. 19140 et acide acétique, 0,25 %.

Matériel spécial requis mais non fourni

e Lames de contrdle positives qui doivent étre incluses dans chaque série, lames Gram Stain
TISSUE-TROL™ (réf. TTR0OO5)

¢ Alcool absolu

e Acétone, de qualité ACS

e Xyléne ou substitut du xyléne

¢ Microscope

Conservation et stabilité

Conserver a température ambiante (entre 18 et 26 °C). L'étiquette des réactifs porte une date
limite d’utilisation. Utiliser les solutions une seule fois, puis les jeter.

Préparation
Tous les réactifs sont préts a I'emploi.

Précautions

Ces dispositifs médicaux de diagnostic in vitro sont destinés a étre utilisés en diagnostic in vitro
au sein de laboratoires de biologie médicale. Ces dispositifs médicaux de diagnostic in vitro sont
destinés a un usage professionnel par un personnel qualifié uniquement. Les dispositifs médicaux
de diagnostic in vitro de Sigma-Aldrich peuvent étre utilisés par le personnel de laboratoire formé
a la manipulation d’échantillons humains potentiellement infectieux, a I'utilisation de microscopes
et d’autres équipements de laboratoire et possédant une perception des couleurs et une acuité
visuelle permettant de distinguer les couleurs ainsi que les autres objets au microscope.

Suivre les précautions habituelles lors de la manipulation de réactifs de laboratoire. Eliminer les
déchets en respectant toutes les réglementations locales et nationales.

Les lames de contréle Gram Stain TISSUE-TROL™ sont constituées de coupes de tissus animaux
inclus en paraffine contenant des bactéries a Gram négatif et a Gram positif et doivent étre
considérées comme potentiellement infectieuses.

Procédure

Préléevement des échantillons

Aucune méthode de test connue ne peut totalement garantir que les échantillons de sang ou de
tissus ne transmettront pas d’infection. Par conséquent, tous les produits sanguins ou échantillons
de tissus doivent étre considérés comme potentiellement infectieux.

Frottis

Tout frottis bien préparé et fixé a la chaleur est acceptable. L'épaisseur du frottis aura un impact
sur le temps nécessaire a la décoloration.

Tissus

Tout tissu bien fixé et inclus en paraffine d’une épaisseur de 5 microns.

Remarques

Eviter de décolorer excessivement les lames avec la solution de décoloration. Méme les micro-
organismes a Gram positif deviendront incolores et apparaitront en rouge si la solution de
décoloration est laissée sur la lame pendant des périodes trop longues.?

Procédure
Procédure pour les frottis

1. Recouvrir le frottis de solution de cristal violet et laisser agir pendant 1 minute.

2. Rincer soigneusement a I'eau déionisée.

3. Recouvrir le frottis de solution d'iode de Gram et laisser agir pendant 1 minute.

4. Rincer soigneusement a I'eau déionisée.

5. Faire couler la solution de décoloration sur le frottis pendant 10 secondes maximum jusqu’a
ce que plus aucune couleur ne s'écoule du frottis.

6. Rincer soigneusement a I'eau déionisée.

7. Recouvrir le frottis de solution de safranine O et laisser agir pendant 1 minute.

8. Rincer soigneusement a I'eau déionisée.

9. Sécher le frottis a Iair libre et I'examiner au microscope.

Procédure pour les tissus?

1. Déparaffiner les coupes et les réhydrater dans de I'eau déionisée.

2. Placer les lames dans un portoir de coloration, les recouvrir de solution de cristal violet et

laisser agir pendant 1 minute.

3 Egoutter la solution de cristal violet et rincer soigneusement les lames a I'eau déionisée.
4. Réaliser le mordancgage dans la solution d’iode de Gram pendant 5 minutes.

5. Rincer a |'eau déionisée et sécher les coupes a I'aide de papier absorbant.

6. Réaliser la différenciation dans de I'alcool absolu ou de I'acétone.

7. Rincer a I'eau déionisée.

8. Recouvrir les lames de solution de safranine O et laisser agir pendant 30 a 60 secondes.
9. Rincer a I'eau déionisée et sécher les coupes a |'aide de papier absorbant.

10. Recouvrir les coupes de solution de tartrazine et laisser agir pendant 5 a 10 secondes.
11. Eliminer I'excés de colorant.

12. Rincer dans 2 bains d'alcool absolu.

13. Eclaircir au xyléne et procéder au montage.

Caractéristiques de performance

Micro-organismes a Gram positif Violet
Micro-organismes a Gram négatif Rouge

Si les résultats observés different des résultats attendus, contacter le service technique de
Sigma-Aldrich pour obtenir de l'aide.

Caractéristiques de performance analytique

Les résultats des performances analytiques pour les tests concernés effectués sur toutes les
structures cibles confirment une sensibilité, une spécificité et une répétabilité de 100 %.

Réf. Description Cible Spécificité  Sensibilité Spécificité Sensibilité
du produit intra-série intra-série inter-séries inter-séries
Solution de -
HT901 Cristal violet Gram positif 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Gram
négatif 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
HT902 Solution diode o pogitit 3 sur3 3sur3 3sur3 3sur3
de Gram
Gram
négatif 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution de -
HT903 décoloration Gram positif 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Gram
négatif 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution d .
HT904 s:ﬁtja#i)ge 8 Gram positif 3 sur 3 3sur3 3sur3 3sur3
Gram
négatif 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution de
HT3028 tartrazine Fond 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3

Avertissements et risques

Se reporter a la fiche de données de sécurité et a I'étiquetage du produit pour obtenir des
informations mises a jour concernant les risques, les dangers et la sécurité.

HT90A :

£

H314 Provoque des briilures de la peau et des lésions oculaires graves.

H336 Peut provoquer somnolence ou vertiges.

H411 Toxique pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a long terme.
P261 Eviter de respirer les poussiéres/fumées/gaz/brouillards/vapeurs/aérosols.

P271 Utiliser seulement en plein air ou dans un endroit bien ventilé.

P273 Eviter le rejet dans I'environnement.

P280 Porter des gants de protection/des vétements de protection/un équipement de protection
des yeux/du visage.

P303 + P361 + P353 EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU (ou les cheveux) : enlever
immédiatement tous les vétements contaminés. Rincer la peau a l'eau.

P305 + P351 + P338 EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX : rincer avec précaution a |'eau
pendant plusieurs minutes. Enlever les lentilles de contact si la victime en porte et si elles
peuvent étre facilement enlevées. Continuer a rincer.
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HT9OT :

gy

H314 Provoque des brilures de la peau et des Iésions oculaires graves.
H411 Toxique pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a long terme.
P273 Eviter le rejet dans I'environnement.

P280 Porter des gants de protection/des vétements de protection/un équipement de protection des
yeux/du visage.

P303 + P361 + P353 EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU (ou les cheveux) : enlever
immédiatement tous les vétements contaminés. Rincer la peau a I'eau.

P304 + P340 + P310 EN CAS D'INHALATION : transporter la personne a I'extérieur et la maintenir
dans une position ol elle peut confortablement respirer. Appeler immédiatement un CENTRE
ANTIPOISON ou un médecin.

P305 + P351 + P338 EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX : rincer avec précaution a I'eau pendant
plusieurs minutes. Enlever les lentilles de contact si la victime en porte et si elles peuvent étre
facilement enlevées. Continuer a rincer.

P363 Laver les vétements contaminés avant réutilisation.

Si, au cours de I'utilisation de ce dispositif ou a la suite de son utilisation, un
incident grave se produit, le signaler au fabricant et/ou a son représentant agréé
ainsi qu’aux autorités nationales compétentes.

Définition des symboles
Symboles tels que définis dans la norme EN ISO 15223-1:2021

Fabricant Référence catalogue

Consulter le mode d’emploi Numéro du lot

Représentant agréé dans la Déclaration de conformité de

Communauté européenne/ I'Union européenne (définie dans

I'Union européenne C E le réglement 2017/746 relatif aux
dispositifs médicaux de diagnostic
in vitro)

Date limite d’utilisation leﬁfrim meédical de diagnostic

Limites de température Attention

E~ 10 E = 3

Date de fabrication Importateur

Indique le représentant agréé
CH X
[cH [ReP] e

Références

1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill,
New York, 1965, pp 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 p 234

Coordonnées

Pour passer commande, consulter notre site Web a I'adresse SigmaAldrich.com. Pour le service technique,
consulter la page du service technique sur notre site Web a I'adresse SigmaAldrich.com/techservice.

Historique des révisions

Rév. 3.0 2014
Rév. 4.0 2016
Rév. 5.0 2023

Transfert vers un nouveau modéle avec I'image de marque actuelle. Précision de I'usage
professionnel dans I'utilisation prévue et les précautions. Révision de I'utilisation prévue
afin de I'aligner sur les recommandations de la réglementation relative aux dispositifs
meédicaux de diagnostic in vitro. Remplacement du texte « Material Safety Data Sheet »
par « Safety Data Sheet » dans la version anglaise. Mise a jour des coordonnées.
Suppression de I'instruction indiguant de suivre les normes et recommandations

du CLSI pour le prélévement des échantillons. Remplacement de la norme EN 980

par la norme EN ISO 15223-1:2021 pour les symboles. Suppression de la référence
catalogue G3045 de la section Matériel spécial requis mais non fourni. Ajout de
coordonnées en cas d’événements indésirables. Ajout de la section relative aux
avertissements et risques. Ajout des informations sur le représentant agréé en Suisse. u

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,
an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

Le M majuscule et Sigma-Aldrich sont des marques de commerce de Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne ou de ses
filiales. Toutes les autres marques sont la propriété de leurs détenteurs respectifs. Des informations détaillées sur
les marques de commerce sont disponibles via des ressources accessibles au public.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Istruzioni per I'uso

Kit per la colorazione Gram
per strisci

Kit per la colorazione Gram
per tessuti
Procedura n. HT90

q3

Uso previsto

I reagenti per la colorazione di Gram sono utilizzabili per identificare patogeni Gram-positivi

e Gram-negativi su strisci e tessuti. I reagenti per la colorazione di Gram sono destinati alla
"diagnostica in vitro". Solo per uso professionale. Questa procedura qualitativa manuale identifica
gli organismi Gram-positivi e Gram-negativi su sezioni di tessuto e strisci di campioni umani.
Questi dati, se valutati insieme ad altri esami e referti diagnostici, possono contribuire alla diagnosi
di infezioni da batteri Gram-positivi e Gram-negativi.

MRRCK

La colorazione di Gram trova impiego nella pratica clinica per differenziare due distinti gruppi di
microrganismi: quelli che trattengono il colorante primario (cristalvioletto) sono classificati come
Gram-positivi, quelli che non sono in grado di trattenere il colorante primario durante una fase di
decolorazione sono classificati come Gram-negativi. I meccanismi in virtl dei quali gli organismi
Gram-positivi sono in grado di trattenere il colorante primario non sono noti, anche se quasi
certamente cio & dovuto alle proprieta chimiche e alla struttura delle pareti cellulari.

La procedura di Sigma-Aldrich si basa sul lavoro di Hucker e Conn, che ha modificato la tecnica
originale sviluppata da Gram nel 1884. La procedura di Hucker e Conn utilizza una soluzione di
ossalato di ammonio cristalvioletto che favorisce la differenziazione ed & abbastanza stabile.!

Reagenti
Soluzione di cristalvioletto (N. di cat. HT901-8F0Z)
Cristalvioletto certificato, 2,30%, C.I. 42555, ossalato di ammonio, 0,1% e alcol etilico al 20%, SD3A.

Soluzione di iodio di Gram (N. di cat. HT902-8FOZ)
Iodio, 0,33% e ioduro di potassio, 0,66%.

Soluzione decolorante (N. di cat. HT903-8F0Z)
Richiesto solo per gli strisci. Alcol isopropilico, 75% e acetone, 25%.

Soluzione di safranina O (N. di cat. HT904-8F0Z)
Safranina certificata 0,6%, C.I. 50240, in alcol etilico al 20%, SD3A.

Soluzione di tartrazina (N. di cat. HT3028-250ML)
Richiesto solo per le sezioni tissutali. Tartrazina, 0,25%, C.I. 19140, e acido acetico, 0,25%.

Materiali specifici necessari, ma non forniti in dotazione

e Includere in ogni sessione vetrini di controllo positivo, Colorazione di Gram TISSUE-TROL™
(N. di cat. TTRO05)

e Alcol, assoluto

e Acetone, di grado ACS

¢ Xilene o sostituto dello xilene

e Microscopio

Conservazione e stabilita

Conservare a temperatura ambiente (18-26 °C). L'etichetta dei reagenti riporta la data di scadenza.
Utilizzare una sola volta e poi eliminare dall'uso.

Preparazione
Tutti i reagenti sono pronti per I'uso.

Precauzioni

Questi IVD sono destinati alla diagnostica in vitro in un ambiente di laboratorio clinico.

Questi IVD sono destinati esclusivamente all'uso professionale da parte di personale qualificato.

Gli IVD Sigma-Aldrich devono essere utilizzati da personale di laboratorio addestrato alla
manipolazione di campioni biologici umani potenzialmente infettivi, come anche all'uso di
microscopi e altre apparecchiature di laboratorio, che abbia la percezione del colore e I'acuita visiva
necessari a distinguere i colori e altri oggetti al microscopio.

Seguire le normali precauzioni adottate nella manipolazione dei reagenti di laboratorio. Smaltire i
rifiuti attenendosi a tutte le normative vigenti a livello locale, provinciale, regionale o nazionale.

I vetrini di controllo Colorazione di Gram TISSUE-TROL™ sono relativi a tessuti animali inclusi
in paraffina contenenti batteri Gram-negativi e Gram-positivi, per cui devono essere considerati
potenzialmente infettivi.

Procedura

Raccolta dei campioni

Nessun metodo di analisi noto pud garantire in modo assoluto che i campioni di sangue o tessuto
non trasmettano infezioni. Pertanto, tutti i derivati del sangue o i campioni di tessuto devono essere
considerati potenzialmente infettivi.

Strisci

Qualunque striscio preparato correttamente e fissato con il calore & accettabile. Dallo spessore dello
striscio dipende il tempo necessario per la decolorazione.

Tessuto

Qualsiasi tessuto fissato correttamente incluso in paraffina tagliato a 5 micron.

Note
Prestare attenzione per evitare di decolorare eccessivamente i vetrini con la soluzione decolorante.
Anche i microrganismi Gram-positivi diventeranno incolori e appariranno rossi se la soluzione
decolorante viene lasciata sul vetrino troppo a lungo.?

Procedura
Procedura per gli strisci

1. Immergere lo striscio in nella soluzione di cristalvioletto per 1 minuto.

2. Sciacquare accuratamente con acqua deionizzata.

3. Immergere lo striscio in soluzione di iodio di Gram per 1 minuto.

4. Sciacquare accuratamente con acqua deionizzata.

5. Immergere nella soluzione decolorante per un massimo di 10 secondi fino a che non perde
piu colore.

6. Sciacquare accuratamente con acqua deionizzata.

7. Immergere lo striscio nella soluzione di safranina O per 1 minuto.

8. Sciacquare accuratamente con acqua deionizzata.

9. Asciugare all'aria il vetrino ed esaminarlo al microscopio.

Procedura per le sezioni tissutali?

1. Deparaffinare le sezioni e bagnarle con acqua deionizzata per idratarle.

2. Posizionare i vetrini sul rack per colorazione e coprire le sezioni con soluzione di cristalvioletto

per 1 minuto.

3. Scolare la soluzione di cristalvioletto e sciacquare abbondantemente con acqua deionizzata.
4. Mordenzare con soluzione di iodio di Gram per 5 minuti.

5. Sciacquare con acqua deionizzata e asciugare con materiale assorbente.

6. Differenziare in alcol assoluto o acetone.

7. Sciacquare con acqua deionizzata.

8. Coprire i vetrini con soluzione di safranina O per 30-60 secondi.

9. Sciacquare con acqua deionizzata e asciugare con materiale assorbente.

10. Coprire le sezioni con soluzione di tartrazina per 5-10 secondi.

11. Eliminare il colorante in eccesso.

12. Sciacquare in alcol assoluto. Ripetere 2 volte cambiando I'alcol.

13. Chiarificare in xilene e montare.

Caratteristiche prestazionali

Organismi Gram-positivi Porpora
Organismi Gram-negativi Rosso

Se i risultati osservati differiscono dai risultati attesi, rivolgersi al servizio di assistenza tecnica
di Sigma-Aldrich.

Caratteristiche di prestazione analitica

I risultati delle prestazioni analitiche per i test dati condotti su tutte le strutture target confermano
una sensibilita, specificita e ripetibilita del 100%.

N. di Descrizione Target Specificita Sensibilita Specificita Sensibilita

cat. del prodotto intra_- intra_- intel:- inter:—
Soluzione di Gram-

HT901 cristalvioletto positivo 3su3 3su3 3su3 3su3
Gram-

negativo 3su3 3su3 3su3 3su3

HT902 Soluzionedi  Gram- 3su3 3su3 3su3 3su3
iodio di Gram positivo
Gram-

negativo 3su3 3su3 3su3 3su3
Soluzione Gram-

HT903 decolorante positivo 3su3 3su3 3su3 3su3
Gram-

negativo 3su3 3su3 3su3 3su3

HT904 ~ Soluzionedi  Gram- 3su3 3su3 35u3 3s5u3
safranina O positivo
Gram-

negativo 3su3 3su3 3su3 3su3

Soluzione di
HT3028 tartrazina Sfondo 3su3 3su3 3su3 3su3

Avvertenze e pericoli

Per informazioni aggiornate su rischi, precauzioni e sicurezza, consultare la scheda dati di sicurezza
e |'etichetta del prodotto.

HT90A:

g

H314 Provoca gravi ustioni cutanee e gravi lesioni oculari.

H336 Puod provocare sonnolenza o vertigini.

H411 Tossico per gli organismi acquatici con effetti di lunga durata.

P261 Evitare di respirare la polvere/i fumi/i gas/la nebbia/i vapori/gli aerosol.
P271 Utilizzare soltanto all'aperto o in luogo ben ventilato.

P273 Non disperdere nell'ambiente.

P280 Indossare guanti/indumenti protettivi/proteggere gli occhi/il viso.

P303 + P361 + P353 IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE (o con i capelli): togliere
immediatamente tutti gli indumenti contaminati. Sciacquare la pelle con acqua.

P305 + P351 + P338 IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare accuratamente con
acqua per parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto se & agevole farlo. Continuare
a sciacquare.
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H314 Provoca gravi ustioni cutanee e gravi lesioni oculari.

H411 Tossico per gli organismi acquatici con effetti di lunga durata.
P273 Non disperdere nell'ambiente.

P280 Indossare guanti/indumenti protettivi/proteggere gli occhi/il viso.

P303 + P361 + P353 IN CASO DI CONTATTO CON LA PELLE (o con i capelli): togliere
immediatamente tutti gli indumenti contaminati. Sciacquare la pelle con acqua.

P304 + P340 + P310 IN CASO DI INALAZIONE: trasportare l'infortunato all'aria aperta e mantenerlo a
riposo in posizione che favorisca la respirazione. Contattare immediatamente un CENTRO ANTIVELENI/
un medico.

P305 + P351 + P338 IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare accuratamente con
acqua per parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto se & agevole farlo. Continuare a
sciacquare.

P363 Lavare gli indumenti contaminati prima di indossarli nuovamente.

Se durante I'utilizzo di questo dispositivo, o a seguito di questo, si é verificato un
grave incidente, segnalarlo al fabbricante e/o al suo rappresentante autorizzato e
alla propria autorita nazionale.

Definizioni dei simboli
Simboli da usare in conformita con la norma EN ISO 15223-1:2021

Fabbricante Numero di catalogo

Consultare le istruzioni per 'uso Codice del lotto

Dichiarazione di conformita
dell'Unione europea
(definita in IVDR 2017/746)

Mandatario nella Comunita c E
europea/Unione europea

Data di scadenza Dispositivo medico-diagnostico

in vitro
Limite di temperatura A Attenzione
Data di fabbricazione @ Importatore

Mandatario in Svizzera

Bibliografia

1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927.

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill,
New York, 1965, pp 565-567.

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 p 234.

Recapiti

Per effettuare un ordine, visitare il nostro sito web all'indirizzo SigmaAldrich.com. Per il servizio di
assistenza tecnica, visitare I'apposita pagina dedicata sul nostro sito web all'indirizzo
SigmaAldrich.com/techservice.

Cronologia delle revisioni

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Trasferito a un nuovo modello con il marchio attuale. Specificato "per uso professionale"
nelle sezioni "Uso previsto" e "Precauzioni". Modificata la sezione "Uso previsto" per
allinearla alle linee guida dell'IVDR. Modificato "scheda dati di sicurezza dei materiali" in
"scheda dati di sicurezza". Aggiornati i recapiti. Eliminate le istruzioni per conformarsi
allo standard CLSI per la raccolta dei campioni. Sostituita I'indicazione della norma

EN 980 con quella della norma EN ISO 15223-1:2021 per i simboli. Eliminato "fuori
produzione N. di cat. G3045" da "Materiali specifici necessari, ma non forniti in
dotazione". Aggiunti recapiti da contattare in caso di eventi avversi. Aggiunta la sezione
"Avvertenze e pericoli". Aggiunta informazione per Mandatario in Svizzera.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

L'iniziale "M" e Sigma-Aldrich sono marchi commerciali di Merck KGaA, Darmstadt, Germania o delle sue affiliate.
Tutti gli altri marchi commerciali sono di proprieta dei rispettivi proprietari. Informazioni dettagliate sui marchi
sono disponibili tramite risorse accessibili pubblicamente.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Instrucciones de uso

Kit de tincion de Gram para laminas

Kit de tincion de Gram para tejidos
N.© de procedimiento HT90

q3

Uso previsto

Los reactivos de tinciéon de Gram estan destinados a la delimitacion de organismos Gram-positivos
y Gram-negativos en laminas y tejidos. Los reactivos de tincion de Gram son para

“uso diagnostico in vitro”. Solo para uso profesional. Los datos obtenidos con este procedimiento
manual y cualitativo identifican organismos Gram-positivos y Gram-negativos en secciones

de tejido y frotis de muestras humanas. Si estos datos se revisan junto con otras pruebas de
diagnostico e informacion, se pueden utilizar como ayuda para el diagndstico de infecciones
bacterianas Gram-positivas y Gram-negativas.

MRRCK

La tincion de Gram se utiliza clinicamente para delimitar dos grupos distintos de microorganismos.
Los que retienen el colorante primario (cristal violeta) se denominan Gram positivos. Los que
pierden el colorante primario durante una etapa de decoloraciéon se denominan Gram negativos. Se
desconocen los mecanismos por los que los organismos Gram positivos retienen la tincion primaria,
aunque la quimica y la estructura de las paredes celulares estan seguramente implicadas.

El procedimiento de Sigma-Aldrich se basa en el trabajo de Hucker y Conn, que es una modificacién
del procedimiento original de Gram de 1884. El procedimiento de Hucker y Conn utiliza una
solucién de oxalato de amonio y cristal violeta que ayuda a la diferenciacion y es bastante estable.*

Reactivos

Solucion de cristal violeta (N.° de cat. HT901-8FOZ)
Cristal violeta certificado, 2,30 %, C.I. 42555, oxalato de amonio, 0,1 %, y alcohol etilico 20 %, SD3A

Solucion de yodo de Gram (N.° de cat. HT902-8FOZ)
Yodo, 0,33 %, y yoduro de potasio, 0,66 %

Solucién decolorante (N.° de cat. HT903-8F0Z)
Obligatorio solo para las ldminas. Alcohol isopropilico, 75 %, y acetona, 25 %.

Solucién de safranina O (N.° de cat. HT904-8F0Z)
Safranina certificada al 0,6 %, C.I. 50240, en alcohol etilico al 20 %, SD3A

Solucion de tartracina (N.° de cat. HT3028-250ML)
Necesario solo para tejidos. Tartracina, al 0,25 %, C.I. 19140, y acido acético, al 0,25 %.

Material especial necesario pero no suministrado

e Deben incluirse en cada proceso los portaobjetos de control positivo, tincion de Gram
TISSUE-TROL™ (N.° de cat. TTR005).

e Alcohol, absoluto

e Acetona, grado ACS

¢ Xileno o sustituto del xileno

e Microscopio

Almacenamiento y estabilidad

Almacenar a temperatura ambiente (18-26 °C). La etiqueta del reactivo indica la fecha de
caducidad. Utilizar una sola vez y desecharlo.

Preparacion
Todos los reactivos estan listos para su uso.

Precauciones

Estos dispositivos médicos de diagndstico in vitro (DMDIV) estén destinados a un uso de diagnostico
in vitro en un entorno de laboratorio clinico. Estos DMDIV estan destinados a un uso profesional por
parte de personal cualificado. El personal de laboratorio capacitado de Sigma-Aldrich puede utilizar
los DMDIV para manipular muestras humanas que puedan ser infecciosas, utilizar microscopios y
otros equipos de laboratorio y tener percepcion de los colores y agudeza visual para distinguir los
colores y otros objetos bajo el microscopio.

Se deben seguir las precauciones normales ejercidas en el manejo de reactivos de laboratorio. Se
deben eliminar los residuos respetando todas las normativas locales, estatales, regionales
0 nacionales.

Los portaobjetos de tinciéon de Gram TISSUE-TROL™ son tejidos animales incluidos en parafina que
contienen bacterias gramnegativas y grampositivas y deben considerarse potencialmente infecciosos.

Procedimiento

Recogida de la muestra

Ningin método de prueba conocido puede ofrecer total garantia de que las muestras de sangre

o tejidos no transmitan infecciones. Por lo tanto, todos los derivados de la sangre o muestras de
tejido deben considerarse potencialmente infecciosos.

Laminas

Se acepta cualquier ldmina bien preparada y fijada con calor. El grosor de la ldmina influird en el
tiempo necesario para la decoloracion.

Tejido
Cualquier tejido incluido en parafina bien fijado y cortado a 5 micras.

Notas

Se debe tener cuidado para evitar la decoloracion excesiva de los portaobjetos con la solucién
decolorante. Incluso los organismos Gram positivos se volveran incoloros y apareceran rojos si la
solucién decolorante se deja en el portaobjetos durante periodos de tiempo excesivos.?

Procedimiento

Procedimiento para las laminas

Inundar la ldmina con solucién de cristal violeta durante 1 minuto.
Aclarar a fondo con agua desionizada.

Inundar la Idmina con solucién de yodo de Gram durante 1 minuto.

Aclarar a fondo con agua desionizada.

Inundar con solucion decolorante hasta 10 segundos hasta que el color deje de correr.
Aclarar a fondo con agua desionizada.

Inundar la lamina con solucién de safranina O durante 1 minuto.
Aclarar a fondo con agua desionizada.

Secar al aire la ldmina y evaluar al microscopio.
Procedimiento para tejido?

1. Desparafinar los cortes e hidratar con agua desionizada.

2. Colocar los portaobjetos en la gradilla de tincién y cubrir las secciones con solucion de violeta

de cristal, durante 1 minuto.

3. Escurrir la solucion de cristal violeta y enjuaguar bien con agua desionizada.

4. Mordente en solucién de yodo de Gram durante 5 minutos.

5. Aclarar con agua desionizada y secar los cortes.
6. Diferenciar en alcohol absoluto o acetona.
7
8
9

LCONOUVAWN

Aclarar con agua desionizada.
Cubrir los portaobjetos con solucién safranina O durante 30-60 segundos.
Aclarar con agua desionizada y secar los cortes.
10. Cubrir las secciones con solucion de tartracina durante 5-10 segundos.
11. Limpiar el exceso de tinte.
12. Aclarar en 2 cambios de alcohol absoluto.
13. Aclarar en xileno y montar.

Caracteristicas de funcionamiento

Organismos Gram-positivos Purpura
Organismos Gram-negativos Rojo

Si los resultados observados varian de los esperados, péngase en contacto con el Servicio técnico
de Sigma-Aldrich.

Caracteristicas de funcionamiento analitico

Los resultados del funcionamiento analitico de las pruebas realizadas en todas las estructuras
objetivo confirman una sensibilidad, especificidad y repetibilidad del 100 %.

N.°de Descripcion Objetivo pecificidad ibilidad pecificidad ibilidad
cat. del producto intraensayo intraensayo interensayo interensayo
Solucién de Gram-
HT901 cristal violeta positivo 3de3 3de3 3de3 3de3
Gram-
negativo 3de3 3de3 3de3 3de3
HTooz ~ Solucionde - Gram- 3de3 3de3 3de3 3de3
yodo de Gram  positivo
Gram-
negativo 3de3 3de3 3de3 3de3
Solucion Gram-
HT903 decolorante positivo 3de3 3de3 3de3 3de3
Gram-
negativo 3de3 3de3 3de3 3de3
Solucién de Gram-
HT904 safranina O positivo 3de3 3de3 3de3 3de3
Gram-
negativo 3de3 3de3 3de3 3de3
Solucién de
HT3028 tartracina Fondo 3de3 3de3 3de3 3de3

Advertencias y peligros

Consulte la ficha de seguridad y el etiquetado del producto para obtener informacion actualizada
sobre riesgos, peligros o seguridad.

HT90A:

£3

H314 Provoca graves quemaduras en la piel y lesiones oculares.

H336 Puede provocar somnolencia o vértigo.

H411 Toxico para los organismos acuaticos, con efectos duraderos.

P261 Evitar respirar polvos/humos/gases/nieblas/vapores/aerosoles.

P271 Utilizar Gnicamente en exteriores o en un lugar bien ventilado.

P273 No dispersar en el medio ambiente.

P280 Usar guantes/ropa de proteccién/equipo de proteccion para los ojos/la cara.

P303 + P361 + P353 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitarse inmediatamente
las prendas contaminadas. Aclararse la piel con agua o ducharse.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuagar con agua cuidadosamente
durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir enjuagando.
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H314 Provoca graves quemaduras en la piel y lesiones oculares.

H411 Toxico para los organismos acuaticos, con efectos duraderos.

P273 No dispersar en el medio ambiente.

P280 Usar guantes/ropa de proteccion/equipo de proteccion para los ojos/la cara.

P303 + P361 + P353 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitarse inmediatamente
las prendas contaminadas. Aclararse la piel con agua o ducharse.

P304 + P340 + P310 EN CASO DE INHALACION: Transportar a la victima al exterior y mantenerla

€n reposo en una posiciép confortable para respirar. Llamar inmediatamente a un CENTRO DE
INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuagar con agua cuidadosamente
durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir enjuagando.

P363 Lavar la ropa contaminada antes de volverla a usar.

Si durante el uso de este dispositivo o como resultado de su uso, se produce un
incidente grave, informelo al fabricante o a su representante autorizado y a su
autoridad nacional.

Definiciones de los simbolos
Simbolos definidos en la norma EN ISO 15223-1:2021

u Fabricante

NUmero de catdlogo

Consultar instrucciones de uso Cddigo de lote

Declaracion UE de conformidad

[
Representante autorizado en la C E (definida en el Reglamento (UE)

<

A

il

Comunidad Europea/Unién Europea 2017/746 sobre los productos
sanitarios para diagndstico in vitro)

Limite de temperatura Precaucion

Fecha de fabricacion

Fecha de caducidad :?]nsvpi)fritlvo médico de diagndstico

Importador

Representante autorizado en Suiza

Referencias

1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill,
New York, 1965, pp 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 p 234
Informacion de contacto

Para hacer un pedido, visite nuestro sitio web en SigmaAldrich.com. Para solicitar el Servicio técnico,
visite la pagina de servicio técnico en nuestro sitio web en SigmaAldrich.com/techservice.

Historial de revisiones

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Transferido a la nueva plantilla con la marca actual. Especificado para uso profesional
en uso previsto y precauciones. Se ha revisado el uso previsto para adaptarlo a las
directrices europeas sobre DIV. Se ha actualizado la ficha de datos de seguridad del
material a la ficha de datos de seguridad. Se ha actualizado la informacién de contacto.
Se ha eliminado la instruccion de seguir el CLSI para la recogida de muestras. Se ha
eliminado la norma EN 980 y se ha cambiado a la norma EN ISO 15223-1:2021 en los
simbolos. Se ha eliminado el N.° de cat. G3045 de Materiales especiales requeridos
pero no exigidos. Se ha afiadido la informacién de contacto en caso de acontecimientos
adversos. Se han afiadido advertencias y peligros. Informacion del CH-REP afiadida.

Sigma-Aldrich, Inc.,

u 3050 Spruce Street,
St. Louis, MO 63103 USA
an affiliate of Merck KGaA,
Darmstadt, Germany

+1(314) 771-5765
MDSS CH GmbH

Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,
Germany

La M inicial y Sigma-Aldrich son marcas comerciales registradas de Merck KGaA, Darmstadt, Alemania o sus
filiales. Todas las demas marcas comerciales son propiedad de sus respectivos duefios. Puede consultarse la
informacion detallada sobre las marcas comerciales en recursos accesibles al publico.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Brugsanvisning

Gramfarvningsseet til film

Gramfarvningsseet til vaev
Procedure nr. HT90

ce MRRCK

Tilsigtet brug

Gramfarvningsreagenser er beregnet til brug ved afgraensning af grampositive og gramnegative
organismer i film og vaev. Gramfarvningsreagenser er beregnet til "in vitro-diagnostisk brug".
Kun til professionel brug. Dataene, som opnas med denne manuelle kvalitative procedure,
identificerer grampositive og gramnegative organismer i vaevssnit og udstrygninger fra humane
prover. Disse data kan, ndr de gennemgas i sammenhaeng med andre diagnostiske tests og
oplysninger, bruges som en hjzelp ved diagnosticering af infektioner med grampositive og
gramnegative bakterier.

Gramfarvning bruges klinisk til at afgraense to forskellige grupper af mikroorganismer. Dem, der
bevarer det primaere farvestof (krystalviolet), kaldes grampositive. Dem, der mister det primaere
farvestof under et affarvningstrin, kaldes gramnegative. De mekanismer, hvorved grampositive
organismer bevarer den primzere farve, er ukendte, selvom cellevaeggenes kemi og struktur helt
sikkert er involveret.

Sigma-Aldrich-proceduren er baseret p& Hucker og Conns arbejde, som er en modifikation af
den originale gram-procedure fra 1884. Hucker og Conn-proceduren bruger en krystalviolet
ammoniumoxalatoplgsning, der hjeelper med differentiering og er ret stabil.

Reagenser
Krystalviolet-oplgsning (kat.nr. HT901-8FOZ)
Certificeret krystalviolet, 2,30 %, CI 42555, ammoniumoxalat, 0,1 %, og 20 % ethylalkohol, SD3A.

Grams jodoplgsning (kat.nr. HT902-8FOZ)
Jod, 0,33 %, og kaliumiodid, 0,66 %.

Affarvningsoplgsning (kat.nr. HT903-8FOZ)
Kun pakreevet for film. Isopropylalkohol, 75 %, og acetone, 25 %.

Safranin O-oplgsning (kat.nr. HT904-8F0Z)
Certificeret safranin 0,6 %, CI 50240, i 20 % ethylalkohol, SD3A.

Tartrazinoplgsning (kat.nr. HT3028-250ML)
Kun pékreevet for vaev. Tartrazin, 0,25 %, CI 19140, og eddikesyre, 0,25 %.

Seerlige materialer, som er p&kraevede, men ikke medfglger

o Der skal inkluderes positive kontrolobjektglas, sdsom TISSUE-TROL™ til gramfarvning
(kat.nr. TTROOS), i hver kgrsel

e Alkohol, absolut

e Acetone, ACS-kvalitet

¢ Xylen eller xylenerstatning

e Mikroskop

Opbevaring og stabilitet

Opbevares ved stuetemperatur (18-26 °C). Reagensmaerkaten er forsynet med udlgbsdato.
Brug én gang, og bortskaf derefter.

Forberedelse
Alle reagenser er klar til brug.

Forsigtighedsregler

Disse IVD'er er beregnet til in vitro-diagnostisk brug i et klinisk laboratoriemiljg. Disse IVD'er er
udelukkende beregnet til professionel brug udfgrt af kvalificeret personale. IVD'er fra Sigma-Aldrich
kan benyttes af laboratoriepersonale, som er uddannet til at h&ndtere potentielt smittefarlige humane
prover, bruge mikroskoper og andet laboratorieudstyr og har en farveopfattelse og synsstyrke, som
ger dem i stand til at skelne mellem farver og andre genstande under et mikroskop.

Normale forsigtighedsregler, der iagttages ved h&ndtering af laboratoriereagenser, skal fglges.
Bortskaf affald under overholdelse af alle lokale, regionale eller nationale forskrifter.

TISSUE-TROL™ kontrolobjektglas til gramfarvning er fremstillet med paraffinindstgbt animalsk vaev, der
indeholder gramnegative og grampositive bakterier, og skal betragtes som potentielt smittefarlige.

Procedure

Prgveindsamling

Ingen kendt testmetode kan give fuldstaendig sikkerhed for, at blodprgver eller vaev ikke overfgrer
smitte. Derfor skal alle blodderivater eller vaevsprgver betragtes som potentielt smittefarlige.
Film

Enhver velforberedt, varmefikseret film er acceptabel. Filmens tykkelse vil pavirke den tid, der
kraeves til affarvning.

Vaav

Ethvert velfikseret, paraffinindlejret vaev, der er udskéret ved 5 mikron.

Bemaerkninger

Der skal udvises forsigtighed for at undgd overaffarvning af objektglassene med
affarvningsoplgsningen. Selv grampositive organismer bliver farvelgse og ser rgde ud,
hvis affarvningsoplgsningen efterlades for laenge pé objektglasset.?

Procedure

Procedure for film

Overhzld filmen med krystalviolet-oplgsning i 1 minut.

Skyl grundigt i demineraliseret vand.

Overhzld filmen med Grams jodoplgsning i 1 minut.

Skyl grundigt i demineraliseret vand.

Overhzeld med affarvningsoplgsning i op til 10 sekunder, indtil farven holder op med at Igbe.
Skyl grundigt i demineraliseret vand.

Overhzeld filmen med safranin O-oplgsning i 1 minut.

Skyl grundigt i demineraliseret vand.

Lad filmen lufttgrre, og undersgg den mikroskopisk.
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Procedure for veev?

1. Afparaffiner snittene, og hydrer dem i demineraliseret vand.

2. Placer objektglassene p8 farvningsstativet, og daek snittene med krystalviolet-oplgsning

i 1 minut.

3. Heeld krystalviolet-oplgsningen fra, og skyl grundigt i demineraliseret vand.
4. Bejdse i Grams jodoplgsning i 5 minutter.

5. Skyl i demineraliseret vand, og dup snittene.

6. Differentier i absolut alkohol eller acetone.

7. Skyl i demineraliseret vand.

8. Dak objektglassene med safranin O-oplgsning i 30-60 sekunder.

9. Skyl i demineraliseret vand, og dup snittene.

10. Daek snittene med tartrazinoplgsning i 5-10 sekunder.

11. Dup overskydende farvestof af.

12. Skyli 2 hold absolut alkohol.

13. Klarér i xylen, og monter.

Praestationskarakteristika

Grampositive organismer Lilla
Gramnegative organismer Red

Kontakt Sigma-Aldrich teknisk service for at f& assistance, hvis de observerede resultater afviger fra
de forventede resultater.

Analytiske praestationskarakteristika

Resultaterne for analyseydelsen for de givne tests, som blev udfert pé alle malstrukturer, bekraefter
100 % sensitivitet, specificitet og repeterbarhed.

Kat.nr. Produkt- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet

beskrivelse inden for inden for mellem mellem

analyse analyse analyser analyser
HT901 Krg’;fgs"r’]‘iz'gt‘ Grampositiv 3 af 3 3af3 3af3 3af3
rﬁ;gaa"t‘i;, 3af3 3af3 3af3 3af3
HT902 jodg';lag";f“ng Grampositiv 3af3 3af3 3af3 3af3
r?elg;gi;/ 3af3 3af3 3af3 3af3
HT903 Agslg’s”r:i"nggs' Grampositv 3 af 3 3af3 3af3 3af3
rfi'gagt‘i;/ 3af3 3af3 3af3 3af3
HT904 O—SoaprI:snr:?ng Grampositv 3 af 3 3af3 3af3 3af3
rfirga:;;/ 3af3 3af3 3af3 3af3
HT3028 Iij;"s"’rfii:é Baggrund 3af3 3af3 3af3 3af3

Advarsler og farer

Se sikkerhedsdatabladet og produktmaerkningen vedrgrende opdaterede risiko-, fare- eller
sikkerhedsoplysninger.

HT90A:

2 ¥

H314 Fordrsager svaere aetsninger af huden og gjenskader.

H336 Kan fordrsage dgsighed eller svimmelhed.

H411 Giftig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.

P261 Undg8 ind&nding af pulver/rog/gas/tdge/damp/spray.

P271 Brug kun udendgrs eller i et rum med god udluftning.

P273 Undgd udledning til miljget.

P280 Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

P303 + P361 + P353 VED KONTAKT MED HUDEN (eller hdret): Alt tilsmudset tgj tages straks af.
Skyl huden med vand.

P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED @INENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter.
Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan ggres let. Fortsaet skylning.
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H314 Fordrsager svaere aetsninger af huden og gjenskader.

H411 Giftig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.

P273 Undg8 udledning til miljget.

P280 Bzer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

P303 + P361 + P353 VED KONTAKT MED HUDEN (eller hdret): Alt tilsmudset tgj tages straks af.
Skyl huden med vand.

P304 + P340 + P310 VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft og sgrg for, at
vejrtraekningen lettes. Ring omg&ende til en GIFTINFORMATION/lzege.

P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED @INENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan ggres let. Fortseet skylning.

P363 Vask forurenet tgj fgr genbrug.

Hvis der er opstdet en alvorlig haendelse under brugen af dette produkt eller
som fglge af dets brug, skal det indberettes til producenten og/eller dennes
autoriserede repraesentant og til den nationale myndighed i brugerens land.

Symboldefinitioner
Symboler som defineret i EN ISO 15223-1:2021

N Producent

Katalognummer

Se brugsanvisningen Batchkode
Autoriseret repraesentant i Den Europeeiske Unions
Det Europzeiske Feellesskab/ c E overensstemmelseserklaering
Den Europaeiske Union (defineret i IVDR 2017/746)
. Medicinsk udstyr til in vitro-
g Sidste anvendelsesdato diagnostik
,H’ Temperaturgraense A Forsigtig
M Fremstillingsdato @ Importgr
Angiver autoriseret repraesentant
i Schweiz
Referencer
1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill, New
York, 1965, pp 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 p 234

Kontaktoplysninger

Bespg vores websted pd SigmaAldrich.com for at afgive en bestilling. G4 til siden for teknisk service pa
vores websted p& SigmaAldrich.com/techservice for at f& oplysninger om teknisk service.

Revisionshistorik

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Overfgrt til ny skabelon med nuveaerende branding. Specificeret til professionel brug
under tilsigtet brug og forsigtighedsregler. Revideret tilsigtet brug for at tilpasse til
IVDR-retningslinjer. Opdateret materialesikkerhedsdatablad til sikkerhedsdatablad.
Opdateret kontaktoplysninger. Fjernet instruks om at fglge CLSI vedrgrende
proveindsamling. Fjernet EN 980 og aendret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler.
Fjernet udgdet kat.nr. G3045 fra Szerlige materialer, som er pakraevede, men ikke
medfglger. Tilfgjet kontaktoplysninger i tilfelde af ugnskede haendelser. Tilfgjet
advarsler og farer. Tilfgjet information om repraesentant i Schweiz.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

Forbogstavet M og Sigma-Aldrich er varemaerker tilhgrende Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland, eller deres
tilknyttede virksomheder. Alle andre varemaerker tilhgrer deres respektive ejere. Detaljerede oplysninger om
varemeerker kan indhentes via offentligt tilgeengelige ressourcer.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Bruksanvisning

Gramfargningssats for filmer

Gramfargningssats for vavnad
Férfarande nr. HT90

ce MRRCK

Avsedd anvandning

Gramfargningsreagenser ar avsedda att anvandas for att bestdmma grampositiva och gramnegativa
organismer i filmer och vévnad. Gramférgningsreagenser ar avsedda for in vitro-diagnostiskt bruk.
Endast for yrkesmassigt bruk. Data som erhé&llits genom detta manuella, kvalitativa forfarande
identifierar grampositiva och gramnegativa organismer i vavnadssnitt och utstryk med prover fran
maénniskor. Dessa data kan anvandas till hjélp vid diagnostiseringen av grampositiva och gramnegativa
bakterieinfektioner om de bedéms ihop med 6vriga diagnostiska undersékningar och uppgifter.

Gramfargning anvénds for att kliniskt avgréansa tva grupper av mikroorganismer. De som binder
primart fargamne (kristallviolett) kallas grampositiva. De som forlorar primért fargdmne under ett
avfargningssteg kallas gramnegativa. Mekanismerna genom vilka grampositiva organismer binder den
primara fargningen ar okanda, men kemin och cellvaggarnas strukturer ar utan tvekan inblandade.
Sigma-Aldrich-forfarandet &r baserat pa arbete fran Hucker och Conn, vilket &r en modifiering

av det ursprungliga Gram-forfarandet fr&n 1884. Hucker- och Conn-forfarandet anvander
kristallviolett-ammoniumoxalat-l6sning som hjélper till med differentieringen och ar relativt stabil.*

Reagenser
Gentianbl&-16sning (kat.-nr. HT901-8F0Z)
Certifierad kristallviolett, 2,30 %, C.I. 42555, ammoniumoxalat, 0,1 %, och 20 % etylalkohol, SD3A

Grams jodlosning (kat.-nr. HT902-8F0Z)
Jod, 0,33 %, och kaliumjodid, 0,66 %

Avfargningslosning (kat.-nr. HT903-8F0Z)
Kravs endast for filmer. Isopropylalkohol, 75 %, och aceton, 25 %

Safranin 0-16sning (kat.-nr. HT904-8F0Z)
Certifierad safranin 0,6 %, C.I. 50240, i 20 % etylalkohol, SD3A

Tartrazinlosning (kat.-nr. HT3028-250ML)
Krévs endast for vavnader. Tartrazin, 0,25 %, C.I. 19140, och éattiksyra, 0,25 %

Sarskilt materiel som krévs men inte tillhandahalls

e Positiva kontrollobjektglas ska inkluderas i varje kérning, gramfargning TISSUE-TROL™
(kat.-nr TTR005)

e Alkohol, absolut

e Aceton, ACS-grad

e Xylen eller xylenersattning

e Mikroskop

Forvaring och hallbarhet

Férvara i rumstemperatur (18-26 °C). Utgdngsdatum finns p& reagensmarkningen.
Anvand 16sningen en géng och kassera den sedan.

Beredning
Alla reagenser &r klara att anvanda.

Forsiktighetsatgarder

Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik &r avsedda att anvandas i klinisk
laboratoriemiljo. Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik ar endast avsedda att
anvandas av kvalificerad personal. Medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik fran
Sigma-Aldrich f&r anvéndas av laboratoriepersonal som &r utbildad i hantering av humanprover som
kan vara smittsamma, anvéndning av mikroskop och annan laboratorieutrustning samt har tillrackligt
bra fargseende och synskarpa fér att kunna urskilja farger och andra foremal under mikroskop.

Folj sedvanliga forsiktighetsatgarder vid hantering av laboratoriereagenser. Kassera avfall i enlighet
med alla lokala, statliga, regionala och nationella bestdmmelser.

Gramfargning TISSUE-TROL™ kontrollobjektglas &r paraffininbaddad djurvavnad som inneh&ller
gramnegativa och grampositiva bakterier och ska anses vara potentiellt smittsamma.

Forfarande

Provtagning

Inga kanda testmetoder kan erbjuda fullstandig garanti for att inte smitta dverférs genom
blodprover eller vdavnad. Darfér méste alla blodderivat och vévnadsprover betraktas som potentiellt
smittsamma.

Filmer
Vilken vélberedd, varmefixerad film som helst ar acceptabel. Filmens tjocklek kommer att p&verka
tiden som krévs for avfargning.

Vavnad
Vilken vélfixerad paraffininbaddad vdvnad som helst som &r skuren i en tjocklek pe°1 5 mikrometer.

Anmarkningar

Férsiktighet bor iakttas for att undvika 6verdriven avfargning av objektglasen med
avfargningslosningen. Aven grampositiva organismer kommer bli farglésa och se roda ut om
avfargningslosningen lamnas pa objektglaset i Idnga perioder.?

Férfarande

Forfarande for filmer
1. Skélj intensivt filmen i kristallviolett-16sning i 1 minut.
Skolj noggrant i avjoniserat vatten.
Drank filmen i Grams jodlosning i 1 minut.
Skélj noggrant i avjoniserat vatten.
Skolj intensivt i avfargningslosning i upp till 10 sekunder tills fargen slutar rinna.
Skolj noggrant i avjoniserat vatten.
Drank filmen i safranin O-l6sning i 1 minut.
Skolj noggrant i avjoniserat vatten.
9. Lufttorka filmen och utvardera mikroskopiskt.
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Forfarande for vavnader?

1. Avparaffinera snitt och hydrera till avjoniserat vatten.

Placera objektglas p8 fargningsstall och tack snitt med kristallviolett-Idsning i 1 minut.

3. L&t kristallviolett-Idsning rinna av och skélj noggrant i avjoniserat vatten.
4. Utfor betning i Grams jodlésning i 5 minuter.

5. Skolj i avjoniserat vatten och torka snitt.

6. Differentiera i absolut alkohol eller aceton.

7. Skolj i avjoniserat vatten.

8. Tack objektglas i safranin O-16sning i 30-60 sekunder.

9. Skolj i avjoniserat vatten och torka snitt.

10. Tack snitt i tartrazinlosning i 5-10 sekunder.

11. Torka av overflodig fargning.

12. Skalj i tvd byten absolut alkohol.

13. Rengor i xylen och montera.

Prestandaegenskaper

Grampositiva organismer Lila
Gramnegativa organismer Rott

Kontakta teknisk service p& Sigma-Aldrich for hjalp ifall resultaten som observeras avviker fran de
férvéntade resultaten.

Analytiska prestandaegenskaper

De analytiska prestandaresultaten for de givna testerna utforda pé alla malstrukturer bekréaftar
100 % sensitivitet, specificitet och repeterbarhet.

Kat.- Produktbe- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
nr. skrivning inom inom mellan mellan
analys analys analyser analyser

Kristallviolett -

HT901 ~lésning Grampositiv 3av3 3av3 3av3 3av3
Gramne-

gativ 3av3 3av3 3av3 3av3

HT902 Gramnsirj;;dlés- Grampositiv 3av3 3av3 3av3 3av3
Gramne-

gativ 3av3 3av3 3av3 3av3
Avfargnings- -

HT903 losning Grampositiv 3av3 3av3 3av3 3av3
Gramne-

gativ 3av3 3av3 3av3 3av3

HT904 OS:all‘_fjrsanr}inng Grampositiv 3av3 3av3 3av3 3av3
Gramne-

gativ 3av3 3av3 3av3 3av3

HT3028  1artrazinibs-  gaygring 3av3 3av3 3av3 3av3

Varningar och faror

Se sdkerhetsdatabladet och produktmarkningen for uppdaterad information om risker, fara och
sakerhet.

HT90A:

H314 Orsakar allvarliga brannskador pa huden samt 6gonskador.

H336 Kan gora att du blir ddsig eller omtécknad.

H411 Giftigt for vattenlevande organismer med I&ngtidseffekter.

P261 Andas inte in damm/rt‘)k/gas/dimma/gngor/spray.

P271 Anvand endast utomhus eller i ett vélventilerat utrymme.

P273 Undvik utslépp i miljon.

P280 Anvénd skyddshandskar/skyddsklader/skyddsglaségon/ansiktsskydd.

P303 + P361 + P353 VID HUDKONTAKT (eller hér): Ta omedelbart av alla kontaminerade klader.
Skélj huden med vatten.

P305 + P351 + P338 VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj férsiktigt med vatten i flera minuter.
Ta ut eventuella kontaktlinser om det gar latt. Fortsatt att skolja.
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H314 Orsakar allvarliga brannskador p& huden samt 6gonskador.

H411 Giftigt for vattenlevande organismer med I8ngtidseffekter.

P273 Undvik utslapp i miljon.

P280 Anvéand skyddshandskar/skyddskl&der/skyddsglaségon/ansiktsskydd.

P303 + P361 + P353 VID HUDKONTAKT (eller hdr): Ta omedelbart av alla kontaminerade klader.
Skélj huden med vatten.

P304 + P340 + P310 VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att personen andas
utan problem. Ring omedelbart till en GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare.

P305 + P351 + P338 VID KONTAKT MED OGONEN: Skoélj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ut
eventuella kontaktlinser om det gar latt. Fortsatt att skélja.

P363 Nedstankta klader ska tvattas innan de anvénds igen.

Om det har intraffat ett allvarligt tillbud medan denna enhet anvants eller som ett
resultat av att den har anvants ska det rapporteras till tillverkaren och/eller dess
auktoriserade representant samt myndigheten i ditt land.

Symbolforklaring
Symboler enligt definition i EN ISO 15223-1:2021

N Tillverkare

Katalognummer

Se bruksanvisningen Batchkod

Auktoriserad representant i EU-férsakran om

Europeiska gemenskapen/ c E odverensstammelse (definieras i
Europeiska unionen IVDR 2017/746)

Medicinteknisk produkt fér in vitro-

o
Utgangsdatum diagnostik

Forsiktighet

-
,H’ Temperaturgrans
|

&> 3

Tillverkningsdatum Importér
Anger den auktoriserade
representanten i Schweiz
Referenser
1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill, New
York, 1965, sid. 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 sid. 234

Kontaktuppgifter

For att gora en bestélining besoker du var webbplats p& SigmaAldrich.com. Fér teknisk service besoker
du sidan for teknisk service pa var webbplats SigmaAldrich.com/techservice.

Revisionshistorik

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Overfort till ny mall med nuvarande varumérke. Specificerat "For yrkesmassigt

bruk” under “Avsedd anvéndning” och under “Forsiktighetsatgérder”. Reviderat
"Avsedd anvéndning” sd att det motsvarar riktlinjerna for IVDR. Uppdaterat
"Materialsékerhetsdatablad” till “Sékerhetsdatablad”. Uppdaterat kontaktuppgifterna.
Tagit bort anvisningen om att CLSI ska foljas vid provtagning. Tagit bort EN 980 och
andrat till EN ISO 15223-1:2021 fér symbolerna. Tagit bort indraget kat.-nr. G3045
fré&n "Sarskilt materiel som kravs men inte tillhandahdlls”. Lagt till kontaktuppgifter for
negativa handelser. Lagt till varningar och faror. Lagt till information om representant
i Schweiz.

Sigma-Aldrich, Inc.,

u 3050 Spruce Street,
St. Louis, MO 63103 USA
an affiliate of Merck KGaA,

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,
Germany

Initial M och Sigma-Aldrich &r varumarken som tillhor Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland eller dess dotterbolag.
Ovriga varumérken tillhér respektive dgare. Detaljerad information om varumérken finns tillgénglig via allmant

tillgédngliga resurser.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Instrugdes de utilizagdo

Kit de coloracdo de Gram para peliculas

Kit de coloracao de Gram para tecido
Procedimento N.© HT90

ce MERRCTK

Utilizagdo prevista

Os reagentes da Coloragdo de Gram destinam-se a utilizagdo na delineagdo de organismos
Gram-positivos e Gram-negativos em peliculas e tecidos. Os reagentes da Coloragdo de Gram
destinam-se a “Utilizagdo para diagndstico in vitro”. Apenas para utilizagdo profissional. Os dados
obtidos através deste procedimento qualitativo manual identifica organismos Gram-positivos e
Gram-negativos em secgdes de tecidos e esfregagos de amostras humanas. Quando revistos em
conjunto com outros testes de diagndstico e informagGes, estes dados podem ser utilizados como
auxiliar no diagnostico de infecdes bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas.

A coloragdo de Gram ¢ utilizada clinicamente para delinear dois grupos distintos de microrganismos.
Os que retém o corante primario (violeta cristal) sdo designados Gram-positivos. Os perdem o
corante primario durante um passo de descoloragdo sdo designados Gram-negativos. Os mecanismos
através dos quais os organismos Gram-positivos retém a coloragdo primaria sdo desconhecidos,
embora a quimica e a estrutura das paredes celulares estejam certamente envolvidas.

O procedimento da Sigma-Aldrich baseia-se no trabalho de Hucker e Conn, o qual é uma modificacdo
do procedimento de Gram original de 1884. O procedimento de Hucker and Conn utiliza uma solugdo
de violeta cristal-oxalato de amoénio que auxilia a diferenciagéo e é bastante estavel.!

Reagentes
Solugéao Violeta cristal (N.° de cat. HT901-8FOZ)
Violeta de cristal certificado, 2,30%, C.I. 42555, oxalato de aménio, 0,1%, e alcool etilico a 20%, SD3A

Solugdo de Iodo de Gram (N.° de cat. HT902-8F0Z)
Iodo, 0,33%, e iodeto de potéssio, 0,66%

Solugéo de descoloragao (N.° de cat. HT903-8F0Z)
Necessério apenas para peliculas. Alcool isopropilico, 75%, e acetona, 25%.

Solugdo de Safranina O (N.° de cat. HT904-8F0Z)
Safranina certificada 0,6%, C.I. 50240, em alcool etilico a 20%, SD3A

Solugdo de Tartrazina (N.° de cat. HT3028-250ML)
Necessario apenas para tecidos. Tartrazina, 0,25%, C.I. 19140, e acido acético, 0,25%.

Materiais especiais necessarios mas ndo fornecidos

« Devem ser incluidas Idminas de controlo positivo em cada série, como Coloragdo
de Gram TISSUE-TROL (N.° de cat. TTR008).

o Alcool, Absoluto

e Acetona, Grau ACS

¢ Xileno ou substituto do xileno

¢ Microscépio

Conservagao e estabilidade

Conservar a temperatura ambiente (18-26 °C). A etiqueta do reagente tem a data de validade.
Utilizar uma vez e eliminar.

Preparagao
Todos os reagentes estdo prontos a utilizar.

Precaugdes

Estes DIV destinam-se a utilizagdo para diagndstico in vitro num ambiente de laboratdrio clinico.
Estes DIV destinam-se apenas a utilizagdo profissional por pessoal qualificado. Os DIV da
Sigma-Aldrich podem ser utilizados por técnicos de laboratério com formag&o no manuseamento
de amostras humanas potencialmente infecciosas e na utilizagdo de microscépios e outros
equipamentos laboratoriais e com percegdo cromatica e acuidade visual para distinguir cores e
outros objetos ao microscépio.

Devem seguir-se as precaugdes normais no manuseamento de reagentes laboratoriais. Eliminar os
residuos cumprindo todos os regulamentos locais, estatais, municipais ou nacionais.

As laminas de controlo da Coloragdo de Gram TISSUE-TROL™ consistem em tecidos animais
incluidos em parafina contendo bactérias Gram-negativas e Gram-positivas devem ser consideradas
potencialmente infecciosas.

Procedimento

Colheita de amostras

Nenhum método de testagem conhecido pode oferecer uma garantia total de que as amostras
sanguineas ou tecido ndo transmitirdo infegdes. Por conseguinte, todos os derivados de sangue ou
amostras de tecido devem ser considerados potencialmente infecciosos.

Peliculas

Qualquer pelicula bem preparada e fixada por calor é aceitavel. A espessura da pelicula influencia o
tempo necessério para a descoloragéo.

Tecidos

Qualquer tecido incorporado em parafina bem fixado, cortado a 5 micrones.

Notas
Deve exercer os devidos cuidados para evitar a descoloragdo excessiva das laminas com a Solugdo
de descoloragdo. Até mesmo os organismos Gram-positivos ficam sem cor e surgem a vermelho se
deixar a Solugdo de descoloragdo na lamina durante periodos excessivos de tempo.?

Procedimento

Procedimento para peliculas
Inundar a pelicula com a Solugdo Violeta cristal durante 1 minuto.

Enxaguar cuidadosamente com agua desionizada.
Inundar a pelicula com a Solugéo de Iodo de Gram durante 1 minuto.

Enxaguar cuidadosamente com &gua desionizada.
Inundar com a Solug&o de descoloragdo durante até 10 segundos até a cor deixar de sair.
Enxaguar cuidadosamente com &gua desionizada.
Inundar a pelicula com a Solugdo de Safranina O durante 1 minuto.

Enxaguar cuidadosamente com agua desionizada.

Deixar secar ao ar a pelicula e examinar microscopicamente.
Procedimento para tecido?

1. Desparafinizar as secgdes e hidratar com agua desionizada.

2. Colocar as laminas no suporte de coloragdo e cobrir as secgdes com Solugdo Violeta cristal,

durante 1 minuto.

3. Drenar a Solugdo Violeta cristal e enxaguar cuidadosamente com &gua desionizada.

4. Mordente na Solug&o de Iodo de Gram durante 5 minutos.

5. Enxaguar em &gua desionizada e secar as secgdes com toalhas de papel.
6. Diferenciar em alcool absoluto ou acetona.
7
8
9
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Enxaguar em agua desionizada.
Cobrir as laminas com Solugdo de Safranina O durante 30-60 segundos.
Enxaguar em agua desionizada e secar as secgdes com toalhas de papel.
10. Cobrir as secgdes com Solugdo de Tartrazina durante 5-10 segundos.
11. Secar o excesso de coloragdo com toalhas de papel.
12. Enxaguar em 2 mudancas de alcool absoluto.
13. Limpar em xileno e montar.

Caracteristicas do desempenho

Organismos Gram-positivos Violeta
Organismos Gram-negativos Vermelho

Se os resultados observados variarem dos resultados previstos, contacte a Assisténcia técnica
da Sigma-Aldrich para obter ajuda.

Caracteristicas do desempenho analitico

Os resultados do desempenho analitico para os testes indicados realizados em todas as estruturas
alvo, confirmam uma sensibilidade de 100%, especificidade e repetibilidade.

N.° de Descrigdo do Alvo Especificidade ibilidade pecificidad ibilidade
cat. produto intr i intr i interensaio interensaio
HTo01 |, SOlUGE0 Gram- 3de3 3de3 3de3 3de3
Violeta cristal  positiva
Gram- 3de3 3de3 3de3 3de3
negativa
Solugdo de Gram-
HT902 Iodo de Gram  positiva 3de3 3de3 3de3 3de3
Gram-
negativa 3de3 3de3 3de3 3de3
Solugdo de Gram-
HT903 descoloracio positiva 3de3 3de3 3de3 3de3
Gram-
negativa 3de3 3de3 3de3 3de3
Solugdo de Gram-
HT904 Safranina O positiva 3de3 3de3 3de3 3de3
Gram-
negativa 3de3 3de3 3de3 3de3
Solugéo de
HT3028 Tartrazina Fundo 3de3 3de3 3de3 3de3

Avisos e Perigos

Consulte a Folha de Dados de Seguranga e a rotulagem do produto para obter informagdes
atualizadas sobre riscos, perigos ou seguranca.

HT90A:

H314 Provoca queimaduras na pele e lesGes oculares graves.

H336 Pode provocar sonoléncia ou vertigens.

H411 Téxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.

P271 Utilizar apenas ao ar livre ou em locais bem ventilados.

P273 Evitar a libertagdo para o ambiente.

P280 Usar luvas de protegdo/vestuario de protegdo/protecdo ocular/protegdo facial.

P303 + P361 + P353 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): Retirar
imediatamente toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com agua.

P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: Lavar cautelosamente
com agua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel.
Continue a enxaguar.
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H314 Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves.

H411 Toéxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

P273 Evitar a libertagdo para o ambiente.

P280 Usar luvas de protegdo/vestuario de protegdo/protegdo ocular/protecdo facial.

P303 + P361 + P353 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): Retirar imediatamente
toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com agua.

P304 + P340 + P310 EM CASO DE INALACAO: Retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e
manté-la numa posigdo que ndo dificulte a respiragdo. Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.

P305 + P351 + P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: Lavar cautelosamente com
agua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel.
Continue a enxaguar.

P363 Lavar a roupa contaminada antes de a voltar a usar.

Caso tenha ocorrido algum incidente grave durante a utilizagao deste dispositivo
ou como resultado da sua utilizagdo, comunique-o ao fabricante e/ou ao respetivo
representante autorizado e a sua autoridade nacional.

Definigées dos simbolos
Simbolos conforme definidos na norma EN ISO 15223-1:2021

‘ Fabricante

[E Consultar as instrugdes

Numero de catdlogo

Cddigo do lote

=&
o
!H

de utilizagdo
Representante autorizado Declaragdo de Conformidade da
na Comunidade Europeia/ c E Unido Europeia (definida na diretiva
Unido Europeia RDIV 2017/746)
) Dispositivo médico para diagnéstico
Data de validade in vitro
Limite de temperatura & Atengdo
Data de fabrico % Importador

Indica o Representante Autorizado
na Suica

Referéncias

1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill, New
York, 1965, pp 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 p 234
Informacgoes de contacto

Para encomendar, visite o0 nosso site em SigmaAldrich.com. Para Assisténcia técnica, visite a pagina de
assisténcia técnica no nosso site SigmaAldrich.com/techservice.

Histodrico de revisoes

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Transferéncia para novo modelo com a marca atual. Especificagdo para utilizagdo
profissional na utilizagdo prevista e nas precaugdes. Revisdo da utilizagdo prevista

para alinhamento com as diretrizes do regulamento relativo aos dispositivos médicos
para diagnostico in vitro (RDIV). Atualizagdo de Folha de Dados de Seguranga do
Material para Folha de Dados de Seguranca. Atualizagdo das informagdes de contacto.
Remogdo da instrugdo para seguir o CLSI na colheita de amostras. Remog&o da

norma EN 980 e alteragdo para a norma EN ISO 15223-1:2021 nos simbolos. Remog&o
do N.° de Cat. G3045 descontinuado dos Materiais especiais necessarios mas ndo
fornecidos. Adicdo de informagdes de contacto em caso de eventos adversos. Adigdo de
Adverténcias e Perigos. Adicionadas informagdes CH-REP.

Sigma-Aldrich, Inc.,

u 3050 Spruce Street,
St. Louis, MO 63103 USA
an affiliate of Merck KGaA,

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,
Germany

O M inicial e Sigma-Aldrich sdo marcas comerciais da Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha ou das respetivas
afiliadas. Todas as outras marcas comerciais pertencem aos respetivos proprietdrios. Estdo disponiveis informagdes
detalhadas sobre marcas comerciais através de recursos acessiveis ao publico.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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03dnyieg xpriong

KIT xpwong Gram yia QiAW

KIT xpwong Gram yia 10Toug
Aiadikaocia ap. HT90

[vo] C€

MpoopiZopevn Xprion

Ta avTidpacTnpia Xpwong Gram npoopilovTal yia xprion otnv oploBeTnon Twv Gram-BeTIKOV Kal
Gram-apvnTIK®V 0pyaviop®v o€ QIAY Kal 10Toug. Ta avTidpaatrpia xpwong Gram npoopilovTal yia
«in vitro dlayvwaTikn XpARon». MNa enayyeAuaTikn Xpron povo. Ta dedopéva nou Aappavovral ano
QUTAV TN PN autépatn, noloTikn diadikacia avayvwpifouv Toug Gram-0eTIKOUG Kal Toug Gram-
apvnTIKoUG 0pyaviopoUg o€ TOHEG 10TOU Kal enixpiopara avBpwnivwv delypdtwy. AuTta Ta dedopéva,
oTav egeTalovral 0 oUVAUAOHO HE GAAEG BIayVWOTIKEG EEETATEIG Kal MANPOPOPIEG, HNOPOUV va
xpnoiponoinBolv wg Bondnua yia Tn didyvwon Gram-BeTIk®V kal Gram-apvnTIKOV BAKTNPIaKOV
AOIHWEEWV.

MRRCK

H xpwon Gram xpnaigonolgital KAIVIKG yia Thv 0p1o8etnon U0 SIaKpIT@V OPAdWY HIKPOOPYAVIOHMV.
AUTaG nou d1aTnPoUV TNV NPWTOYEVH XPWOTIKN (KPUOGTAAAIKO 10OEG) ovopalovTal Gram-BeTikd. Auta
nou Xavouv TNV NPWTOYEVN XPWOTIKN KATAa TN dIAPKEIA EVOG 0TAdioU anoXpwHaTiopou ovopaiovtal
Gram-apvnTika. O unxaviopoi Pe Toug onoioug ol Gram-B€TIKoi 0pyaviopoi d1aTnpoly TNV NPWTOYEVN
XPWON €ival AyvwaTol, av Kal oiyoupa eUNAEKOVTAl N XNKEIA Kal N dOPA TV KUTTAPIK®V TOIXWHATWV.

H diadikaaia Tng Sigma-Aldrich BacileTal oTnv epyacia Twv Hucker kai Conn, n onoia gival pia
Tpononoinon TG apxIkng diadikaciag Gram anod To 1884. H diadikaagia Twv Hucker and Conn
Xpnoiponolei éva d1aAupa kpuaTaAAikoU 1030UG-0EaAikoU appwviou nou BonBa atn diapopornoinan
Kal €ival apkeTa otabepo.t

AvTIdpaocThpia

AilaAupa kpuotaAAikoU 1030ug (Ap. katahdyou HT901-8FOZ)

MioTonoinpévo KpuaTaAAiko 10deG, 2,30%, C.I. 42555, o§aAikd app®vio, 0,1% kal 20% alBulikn
aAkooAn, SD3A

AiaAupa 108iou Gram (Ap. kataAdyou HT902-8FOZ)
Iwdio, 0,33% kai 1wdiouxo KaAio, 0,66%

AiaAupa anoxpwpatiopol (Ap. katahoyou HT903-8F0Z)
Anaiteital povo yia @IAY. IoonponuAikn aAkoOAn, 75%, kar aketovn, 25%

AiaAupa cappavivng O (Ap. kataAdyou HT904-8FOZ)
MioTonoipévn cagpavivn 0,6%, C.I. 50240, o 20% aiBUAIKr) aAkoOAn, SD3A

AiaAupa Taptpadivng (Ap. katahoyou HT3028-250ML)
Anaiteitar povo yia 10to. Taptpaiivn, 0,25%, C.I. 19140, kai o§iko o0&y, 0,25%

Eid1ka UAIKG nou anaiTouvTal aAAd dev napexovTail

o OETIKEG QVTIKEINEVOPOPOI EAEYXOU, ONwG Gram Stain TISSUE-TROL™ (Ap. kataAoyou TTRO05)
npénel va nepiAapBavovTal og KABe eKTEAEDN.

e AAKOOAN, andAutn

e AKeTOVN, KaBapodTNTAg ACS

e ZUA&vIO ) unokaTaoTaTo EUAeviou

¢ Mikpoagkonio

®UAaEN kal oTaBepdTnTa

®uAaooeTe oe Beppokpaaia dwpatiou (18-26 °C). H eTIkETa Tou avTidpaaTnpiou avapepel TNV
nuepopnvia ARENG. XpnaoidonoinaTe Wia Gopa Kal anoppiyTe.

Mapaokeun
‘'OAa Ta avTidpacTnpia givai £Tolpa yia xpron.

Mpo@uUAAEeIg

Auta Ta Bonenpara IVD npoopifovTal yia in vitro diayvwaTikr Xprion o€ nepIBAAAOV KAIVIKOU
epyaoTnpiou. Auta Ta Bondnuara IVD npoopilovTal yia enayyeAUaTikn Xpron Hovo and
£EeIDIKEUPEVO NPoowNIKO. Ta BondnuaTa IVD Tng Sigma-Aldrich pnopouv va xpnaoigonoloUvTal ano
£pYAOTNPIAKO NPOCWMIKO TO OMOI0 €ival EKNAISEUPEVO va XeIpileTal avBpwniva deiypara nou Pnopei
va givai uo)\uopaﬂkd va xpnmuonmsi HIKpOoOoKOMia Kal aAAov Epvuc'rnpml«') €E0NAIOHO Kal dIaBETel
avTiANyn TwV XpwPdTwy Kar onTikA 0EUTNTA yia va Siakpivel Ta Xp®paTa kar AAAG VTIKEINEVA KAT®
ano To HIKPOOKOMIO.

MNpénel va akoAouBouvTal oI GUVABEIG NPOPUAAGEEIC KATA TOV XEIPIOUO EPYACTNPIAKAOV
avTidpaoTnpinv. AnoppiyTe Ta andBANTa THPWVTAG GAOUG TOUG TOMIKOUG, NOAITEIAKOUG,
nepipepelakolq f €BVIKOUG KavovioHoUG.

O1 avmslpsvowopm eAéyxou Gram Stain TISSUE-TROL™ eival syK)\swusvoc 0g Napagivn {wIkog
10TOG Mou NeEPIEXEI gram-apvnTIKA Kal gram-6€Tika BakTrpia kai 6a npénel va Bewpeital duvnTika
HOAUOHATIKOG,.

Aladikacia

Sulhoyn delypdaTwv

Kapia yvwoTr) peBodog dokipaciag dev pnopei va npoo®epel nAnpn diaBeBainon OTI Ta deiypara
aipaTog 1) 10ToU dev Ba peTadwaoouv Aoipwén. Enopévwg, OAa Ta napaywya aipgatog n Ta deiypara
10TOU Ba npénel va BewpouvTal wG duvnTIKG HOAUCUATIKA.

DIAp

OnolodrnoTe aptia nopacKsuaapsvo povmonomusvo He BeppoTnTa tpl)\u eival anodekTo. To naxog
Tou QIAY Ba ENNPEACE! TOV XPOVO MOU AnaiTEITal yia Tov anoxpwHaTiopo.

IoToG
OnoloadnMOoTE APTIa HOVIHOMOINUEVOG, EYKAEIOUEVOG O Napagivn 10ToG, KOWMPEVOG oTa 5 micron.

SNHUEINOEIG

©a npénel va enideIkVUETAl NPOCOXN WOTE va AnoPeUYETal 0 UNEPPBOAIKOG ANOXPWHATIONOG TwV
QAVTIKEIHEVOPOPWY HE TO SIAGAUMA anoXpwpaTiopou. AKOpn kai ol Gram-6gTikoi opyaviopoi 6a
anoypwyariaTouv Kai Ba eueavifovtal KOKKIVOl €av To dIGAUKa anoxpwiaTiogol apedei otnv
QVTIKEIHEVOPOPO YIa UNEPBOAIKO XPOVIKO dlacTnua.?

Aiadikaoia
Aladikacia yia QIAp

1. KaTtakAUOTE TO QIAY HE SIAAUPA KpUOTAAAIKOU 1030UG yia 1 AEnTo.

2. ZenAUveTe KAAG O€ ANIOVIOPEVO VEPO.

3. KatakAuoTe To @IAp pe didAupa iwdiou Gram yia 1 AenTo.

4. ZenAUvVeTe KAAG OE AMIOVIGHEVO VEPOD.

5. KatakAUoTe Pe SIaAUPa anoXpwpaTiopou yia éwg kal 10 SeUuTEPOAENTA LEXP! VA OTAPATHOE!
Va TPEXEI TO XPWHA.

6. ZenAUveTe KAAG OE AMIOVIGHEVO VEPOD.

7. KaTtakAUoTe To QIAY pe didAupa cagpavivng O yia 1 AenTo.

8. ZenAUveTe KAAG O€ ANIOVIGHEVO VEPO.

9. ZTEYVOOTE TO PIAY OTOV A£PA Kal EEETAGTE TO HIKPOOKOMIKA.

Aiadikaocia yia 10762
1. Anonapa@IivwoTe TIG TOPEG Kal EVUDATWOTE O AMNIOVIOUEVO VEPO.
2. TomnoBEeTAATE TIG AVTIKEIHEVOPOPOUG OTN BACGN XPWGONG Kal KAAUWTE TIG TOUEG ME SIAAupa
KpuoTaAAikoU 10doug, yia 1 AenTo.
3. AnooTpayyi&re To didAupa KpUGTAAAIKOU 1MB0UG Kal EENAUVETE KAAd HE amIOVIOHEVO VEPOD.
4. ZrtaBeponoinoTe o didAupa Iwdiou Gram yia 5 AenTa.
5. ZenAUVETE O AMIOVIOUEVO VEPO KAl TAUMNOVAPETE TIG TOHEG.
6. AiapoponolnaTe g€ andAUTH AAKOOAN f} AKETOVN.
7. ZenAUVETE OE ANIOVIOUEVO VEPOD.
8. KaAUwrTe TIG avTIKEIMEVOPOPOUG He didAupa oappavivng O yia 30-60 dsutepdAenTa.
9. ZenAUVETE OE AMIOVIOUEVO VEPO KAl TAUMOVAPETE TIG TOMEG.
10. KaAUwrTe TIG TOPEG pe diaAupa TapTpadivng yia 5-10 deutepoAenTa.
11. AQaIpEaTE TNV EMNAEOV XPWON WE Tapnovapiopa.
12. ZenAUveTe Pe anoAuTn aAkooAn, aAAafovtag Tnv aAkooAn 2 (opEG.
13. AlauyaoTe o€ EUAEVIO Kal KAAUWTE.

XapakTnpIioTikG anodoong

Gram-B¢eTIKoi opyaviapoi Mop
Gram-apvnTIKoi opyaviopoi KokkIvo

Edv Ta napatnpoupeva anoteAéopaTa diapePouV and Ta avapeVOUEVa, ENIKOIVWVAOTE PE TNV TEXVIKN
unnpeoia Tng Sigma-Aldrich yia Bon8eia.

XapakTnpioTikG anédoong TnG avaAuong

Ta anoteAéopaTta anddoong TNG avaAuong yia Tig dedopéveg doKIPacieg nou npayparonoinénkav
0E OAEG TIG OTOXEUOHEVEG DOMEG, EMIBEBaI®VOUY TNV euaiodnaoia, TNV €I8IKOTNTA Kal TNV
egnavaAnyipoTnTa o NocoaTo 100%.

Ap. NMepiypapn 2TOX0G EidikotnTa EuaioBnoia Eidikotnta Euaiodnoia
Kkara- npoiovrog EVTOG TNG EVTOGTNG METAZU TV peTa&l TOV
Adyou avaluong avaAuong avaAUoEwV avaAUucEwv

AiGAupa Gram-
HT901  kpuoTaAAikoU o . 3o0ma3 3o0ma3 30103 30103
. ETIKO
1wdoug
Gram-
apvnTIKG 30Ta3 30Ta3 3ota 3 3ota 3
AlaAupa 1wdiou Gram-
HT902 Gram BETIKG 3o0ta3 30ta3 3ota3 3o0ta3
Gram- 301a 3 30ta 3 301a3 30Ta3
apvnTiko
HToo3 AidAunaano-  Gram- 3073 307a3 30103 30103
XpWHATIoHOU BeTIKO
Gram-
apvnTIKS 30Ta3 30Ta3 3o0ta3 3ota3
AldAupa Gram-
HT904 cappavivng O 9ETIKG 30Ta3 30Ta3 3o0ta3 3ota3
Gram-
apVITIKS 3o0ta3 301a3 3o1a3 3oma3
HT3028 AiGAupa Ynopadpo 30103 30103 30103 30103
TapTpadivng

Mpog130noINCEIG Kal Kiviuvol

AvaTp£ETe oTo AeATio dedopévmwv aoPaAgiag Kai oTnV €NICAPAvOn NpoidovTog yid OMnoIeadnnoTe
EVNUEPWHEVEG NANPOPOPIEG KIVOUVWY 1) AOPAAEIAG.

HT90A:

2 ¥

H314 MpokaAei coPapd deppatika eykalpaTa kal opOaApIkeG BAABEG.

H336 Mnopei va npokaheael unvnAia f Zaan.

H411 To&Iko yia Toug udpORIOUG OPYAVIOHOUG, HE HAKPOXPOVIEG ENIMTWOOEIG.

P261 ANOQEUYETE va avanveeTe okovn/avabupiaceig/agpia/oTayovidia/aTuolc/ekvepmpuaTa.
P271 Na xpnoigonoleital HOVO O€ avoikKTO ) KaAG agpifOPEVO XWPO.

P273 Na anogeUyeTal n eAeuBépwon oTo NePIBAAAOV.

P280 Na gopdaTe NpoOTATEUTIKA YAVTIA/NPOCTATEUTIKA evdUPATA/PECA ATOUIKAG NpooTaaciag yia
Ta parTia/npocwno.

P303 + P361 + P353 SE MEPINTQSH EMNAGHS ME TO AEPMA (f pe Ta HaANid): ByaATe apéowe
OAa Ta poAuopéva pouxa. ZenAUveTe TNV enideppida e vepo.

P305 + P351 + P338 ZE MEPINTQZH ENA®HS ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO
yla apKeTa AenTda. Av UNApXoUV (akoi ENAPnG, apalipEaTe Toug, av eival eUKoAo. ZuvexioTe
va EenAéveTe.
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HT9O0T:

gy

H314 Mpokalei coPapd depuatikd eykaupaTa kar opOaApIKEG BAABEC.
H411 To&ikd yia Toug udpORIOUG OpyavIoHOUG, HE HOKPOXPOVIEG EMINTMOOEIG.
P273 Na anogelyeTal n eAeuBEpwan oTo nePIBAAAoV.

P280 Na gopdaTe NpOOTATEUTIKA YAVTIA/NPOCTATEUTIKG evdUpATA/PETA ATOMIKNAG NPOCTACiag yia
Ta parma/npocwno.

P303 + P361 + P353 ZE MEPINTQZH EMA®HS ME TO AEPMA (| pe Ta HaAAIG): ByaATe apéowg OAa
Ta poAucpéva pouxa. ZenAUVeTe TNV emideppida pe vepo.

P304 + P340 + P310 ZE NEPINTQZH EISMNNOHZ: MeTagépeTe Tov naBovTa aTov kabapo aépa Kai
aenoTe ToV va EEKoupaaTei o 0TACN nou dIEUKOAUVEl TNV avanvor]. KaAéoTe apéowg To KENTPO
AHAHTHPIAZEQN/yiaTpo.

P305 + P351 + P338 ZE MEPINTQZH EMA®HE ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO YIa
ApKETA AENTA. AV UNAPXOUV (paKoi ENAPNG, APalpéTTE TOUG, av €ival EUKONO. SUVEXIOTE
va EenAEVETE.

P363 MAUVETE Ta pOAUCPEVA EVOUKNATA MPIV Ta §AvaypnOIPONOINJETE.

Eav, kata Tn diapkeia TnG XpRong autol Tou Bondnparog | wg anotéAecpa Tng
XPAONG Tou, £Xel CUMBEI KAnolo coBapd NEPIOTATIKO, NAPAKAAEIOTE va TO avaQEPeTe
OTOV KATAOKEUAOTH 1)/ Kal oTov €§0UCIO30TNHEVO AVTINPOCWNO TOU KAl OTNV €0VIKNR
apxn TG X®pag oag.

OpioHoi CUNBOAWV
SUpBoAa o6nwg opidovral ato EN ISO 15223-1:2021

u KaTaokeuaoTng
[LoT]

EE SUPBOUAEUTEITE TIG 0dNYiEG XPNONG - ApIBp0OG napTidag

ApIBpOG KaTaAoyou

EE0U01000TNHEVOG AVTINPOTWNOG
E oTtnv Eupwnaikn Koivotnra/ c

Eupwnaikr ‘Evwon

REF
LOT
€
Huepounvia Afgng
AN

AnAwon cuppoppwong Eupwnaikng
'‘Evwong (0nwg opideTal otnv odnyia
IVDR 2017/746)

In vitro diayvwoTikO
1aTPOTEXVOAOYIKO NPOioV

‘Oplo Beppokpaaiag Mpoaooxn

EESN

Huepopnvia napaywyng Eicaywyéag

E YnodelkvUel Tov €£0UCI000TNHEVO
avTinpéowno otnv EABeTia
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MAnpoopieg enikoivwviag
Ma va kavete pia napayyeAia, napakahoUpe ENIOKEPBEITE ToV 10TOTONO pag oTn dielBuvon

SigmaAldrich.com. Ta TexVvIKr €EunNnNPETNON, NAPAKAAOUHE ENIOKEPBEITE T OEAIDA TEXVIKNAG
gEunnpETNONG aTov 10TOTONO Wag otn dieuBuvon SigmaAldrich.com/techservice.

IoTOPIKO AVABEWPNOEWV

Ava®. 3.0 2014

Avab. 4.0 2016

Avab. 5.0 2023

'EYIVE HETAMOPA OE VEO UNOBEIYUA PE TNV TPEXOUOA eNwvuUpia. MpoadiopioTnke yia
€MNAYYEAPATIKN XPrOn OTNV NpoopiZOHEVN XPNON Kal TIG Npo@UAAEEIG. H npoopilopevn
Xpnon avaBewpnBnke yia euBuypappion pe TIG KaTeuBuvTApIEG Ypappég IVDR. To
AeATio dedopévwv aopaleiag UAIKOU evnuepwBNKe og AeATio dedOPEVWY aoPaAeiag.
EvnuepwOnkav o NANpogopies enikoivwviag. Apaipébnke n odnyia va akoAoubeital To
CLSI yia Tn ouAAoyn) delypdtwv. Apaipgdnke To EN 980 kar aAAa&e o EN ISO 15223-
1:2021 yia Ta oUpBoAa. AQaipéBnKe To KaTapynuevo npoidv Pe Ap. kataAdyou G3045
ano Ta Eidika uAika nou anairoUvTal aAAd dev napexovTal. MpooTéBnkav NANPopopies
£MIKOIVWVIAg yia avenbuunTa cupBavra. Mpoabnikn npogidonoinoewy Kal KIvaUVwy.
MNpooTébnkav NAnpogopieg eEouaiodoTnuévou avTinpoownou yia Tnv EABetia (CH-REP).

Sigma-Aldrich, Inc.,
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Sigma-Aldrich.

Hasznalati utasitas

Gram-festékkészlet kenetekhez

Gram-festékkészlet szovetekhez
HT90 sz. eljaras

ce MRRCK

Rendeltetésszerii hasznalat

A Gram-festéshez hasznalt reagensek a Gram-pozitiv és Gram-negativ organizmusok kenetekben
és szovetekben torténd megkulénboztetésére szolgalnak. A Gram-festéshez hasznalt reagensek
»in vitro diagnosztikai felhasznélasra” szolgélnak. Kizérdlag professzionalis hasznalatra. Az ebbdl a
manualis, kvalitativ eljarasbol nyert adatok a Gram-pozitiv és Gram-negativ organizmusok emberi
mintdkbol nyert szévetmetszetekben és kenetekben torténd azonositasara szolgainak. Ezek az
adatok mas diagnosztikai tesztekkel és informaciokkal egyutt vizsgélva felhasznalhatok a
Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok altali fertézések diagnosztizalasanak elésegitésére.

A Gram-festést a klinikai gyakorlatban a mikroorganizmusok két csoportjanak megkuilénboztetésére
hasznéljak. Azok, amelyek az elsdleges festéket (kristalyibolya) kétik meg, a Gram-pozitiv
baktériumok. Azokat, amelyekbdl kimoshaté az elsédleges festék a szintelenités soran,
Gram-negativnak nevezziik. Nem ismertek azok a mechanizmusok, amelyek révén a Gram-pozitiv
organizmusok megtartjak az els6dleges festéket, bar a sejtfalak kémiaja és szerkezete minden
bizonnyal érintett ebben.

A Sigma-Aldrich eljarasa Hucker és Conn munkajan alapul, amely az eredeti, 1884-es Gram-eljaras
modositasa. A Hucker-Conn-eljaras kristalyibolya-ammonium-oxalat oldatot hasznal, amely segit a
differencidlasban, és meglehetdsen stabil.!

Reagensek

Kristalyibolya-oldat (kat. sz.: HT901-8FOZ)
Kristalyibolya (minésitett), 2,30%, C.I. 42555; ammonium-oxalat, 0,1%; és 20%-os etil-alkohol, SD3A

Gram-féle jodoldat (kat. sz.: HT902-8F0Z)
J6d, 0,33%; kalium-jodid, 0,66%

Szintelenité oldat (kat. sz.: HT903-8F0Z)
Csak kenetekhez sziikséges. Izopropil-alkohol, 75%; aceton, 25%

Szafranin O oldat (kat. sz.: HT904-8F0OZ)
Szafranin (mindsitett), 0,6%, C.I. 50240; 20%-os etil-alkoholban, SD3A

Tartrazinoldat (kat. sz.: HT3028-250ML)
Csak szOvetekhez sziikséges. Tartrazin, 0,25%, C.I. 19140; ecetsav, 0,25%

Szlkséges, de nem biztositott specidlis anyagok

e Pozitiv kontroll targylemezeket, mint példaul a Gram-festéshez hasznalt TISSUE-TROL™
(kat. sz. TTR005), minden vizsgélatban hasznalni kell.

e Alkohol, abszol(t

e Aceton, ACS-minGségl

« Xilol vagy xilolt helyettesit6 anyag

e Mikroszkop

Térolds és stabilitas
Szobahdmérsékleten (18-26 °C) kell tarolni. A lejarati id6 a reagenscimkéken szerepel.
Hasznélja egyszer, majd dobja ki.

El6készités
Minden reagens hasznalatra kész.

Ovintézkedések

Ezeket az in vitro diagnosztikai eszkdzoket klinikai laboratériumi kdrnyezetben torténd in
vitro diagnosztikai felhasznaldsra szantak. Ezeket az in vitro diagnosztikai eszktzoket csak
képzett szakemberek hasznélhatjak. A Sigma-Aldrich in vitro diagnosztikai eszk6zoket olyan
laboratériumi személyzet (izemeltetheti, akik képzettek az esetlegesen fert6z6 emberi mintak
kezelésére, mikroszkopok és egyéb laboratoriumi berendezések hasznélataban, valamint kellg
szinérzékeléssel és Iat 2ggel rendelkeznek a szinek és egyéb targyak mikroszkop alatt
torténé megkilonboztetésére.

A laboratdriumi reagensek kezelése sordn a szokasos dvintézkedéseket kell kdvetni. A hulladékot a
helyi, allami, tartomanyi vagy nemzeti elGirdsoknak megfelelGen kell artalmatlanitani.

A Gram-festéshez hasznalt TISSUE-TROL™ kontroll targylemezeken paraffinba agyazott,
Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumokat tartalmazo allati szvetek talalhatdk, amelyeket
potencidlisan fert6zének kell tekinteni.

Eljaras
Mintavétel

Egyetlen ismert vizsgalati modszer sem nyUjt teljes bizonyosségot arra nézve, hogy a vérmintak
vagy szovetek nem tovabbitanak fert6zést. Ezért minden vérkészitményt vagy szévetmintat
potencidlisan fertézének kell tekinteni.

Kenetek

Minden megfeleléen el6készitett, hdvel fixalt kenet elfogadhatd. A kenet vastagsaga befolyasolja a
szintelenitéshez sziikséges id6t.

Szovet
Barmilyen megfeleléen fixalt, paraffinba agyazott, 5 mikron vastagsagura vagott szévet.

Megjegyzések

Ugyelni kell arra, hogy a targylemezek ne veszitsék el tllsdgosan a sziniiket a szintelenitéoldat
miatt. Még a Gram-pozitiv organizmusok is szintelenné vélnak, és vorésnek tlinnek, ha a
szintelenitGoldat tul hosszu ideig marad a lemezen.?

Eljaras
A kenetekre vonatkozé eljaras

Meritse a kenetet 1 percig kristalyibolya-oldatba.
Végezzen alapos oblitést ioncserélt vizzel.

Meritse a kenetet 1 percig Gram-féle jodoldatba.
Végezzen alapos 6blitést ioncserélt vizzel.

Meritse a kenetet legfeljebb 10 masodpercig a szintelenitéoldatba, amig leall a szin
kimosodasa.
Végezzen alapos 6blitést ioncserélt vizzel.

Meritse a kenetet 1 percig szafranin O oldatba.
Végezzen alapos 6blitést ioncserélt vizzel.

Hagyja a kenetet levegén megszéaradni, majd vizsgalja meg mikroszkdppal.
Szovetekre vonatkoz6 eljaras?

1. Deparaffinalja, majd hidratalja a metszeteket ioncserélt vizig.

2. Helyezze a térgylemezeket a festéallvanyra, és meritse a metszeteket kristalyibolya-oldatba

1 percig.

3. Tavolitsa el a kristalyibolya-oldatot, és végezzen alapos 6blitést ioncserélt vizzel.

4. Végezzen pacolast a Gram-féle jodoldatban 5 percig.

5. Oblitsen ioncserélt vizzel, és itassa le a folyadékot a metszetekrél.
6. Végezze el a differencialast abszollt alkoholban vagy acetonban.
7
8
9

AW

Lo N®

Oblitsen ioncserélt vizzel.
Meritse a lemezeket szafranin O oldatba 30-60 masodpercig.
Oblitsen ioncserélt vizzel, és itassa le a folyadékot a metszetekrdl.
10. Meritse a metszeteket tartrazinoldatba 5-10 masodpercig.
11. Itassa le a felesleges festéket.
12. Végezzen oblitést 2 adag abszolut alkohollal.
13. Deritse xilolban és fedje le.

Teljesitményjellemzok

Gram-pozitiv organizmusok Lila
Gram-negativ organizmusok Piros

Ha a megfigyelt eredmények eltérnek a vart eredményektdl, kérjik, forduljon a Sigma-Aldrich
muiszaki szolgalatahoz segitségért.

Analitikai teljesitményjellemzék

Az adott tesztek analitikai teljesitményjellemz6i az 6sszes célstruktlran vizsgalva 100%
érzékenységet, specificitast és ismételhetéséget igazoltak.

Kat. Termékleiras ceél Teszten Teszten Tesztek Tesztek
sz. beliili beliili érzé- kozotti kozotti ér-
specificitdas  kenység specificitas zékenység

Kristalyibolya- Gram-

HT901 oldat pozitiv 3/3 3/3 3/3 3/3
Gram-

negativ 3/3 3/3 3/3 3/3
Gram-féle Gram-

HT902 jodoldat pozitiv 3/3 3/3 3/3 3/3
Gram-

negativ 3/3 3/3 3/3 3/3
Szinteleni- Gram-

HT903 t6oldat pozitiv 3/3 3/3 3/3 3/3
Gram-

negativ 3/3 3/3 3/3 3/3
Szafranin O Gram-

HT904 oldat pozitiv 3/3 3/3 3/3 33
Gram-

negativ 3/3 3/3 3/3 3/3

HT3028 Tartrazinoldat Hattér 3/3 3/3 3/3 3/3

Figyelmeztetések és veszélyek

A frissitett kockazati, veszélyességi és biztonsagi informaciokért olvassa el a biztonsagi adatlapot és
a termék cimkézését.

HT90A:

£

H314 Sllyos égési sériilést és szemkarosodast okoz.

H336 Almossagot vagy szédiilést okozhat.

H411 Mérgez0 a vizi él6vildgra, hosszan tartd karosodast okoz.

P261 Keriilje a por/fiist/gaz/kdd/g6z6k/permet belélegzését.

P271 Kizérdlag szabadban vagy jol szell6z6 helyiségben hasznélhaté.
P273 Kerlni kell az anyagnak a kdrnyezetbe val6 kijutasat.

P280 Védbkesztyl/védéruha/szemvédb/arcvédé hasznalata kotelezd.

P303 + P361 + P353 HA BORRE (vagy hajra) KERUL: Az 6sszes szennyezett ruhadarabot azonnal
le kell vetni. A bért le kell &bliteni vizzel.

P305 + P351 + P338 SZEMBE KERULES ESETEN: Tébb percig tarté dvatos oblités vizzel.
Adott esetben a kontaktlencsék eltdvolitasa, ha kénnyen megoldhatd. Az 6blités folytatasa.
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H314 Sllyos égési sérilést és szemkarosodast okoz.
H411 Mérgez6 a vizi él6vilagra, hosszan tart6 karosodast okoz.
P273 Kertilni kell az anyagnak a kérnyezetbe vald kijutasat.

P280 VédGkeszty(i/védéruha/szemvédé/arcvédd hasznalata kotelez6.

P303 + P361 + P353 HA BORRE (vagy hajra) KERUL: Az 6sszes szennyezett ruhadarabot azonnal le

kell vetni. A bért le kell ébliteni vizzel.

P304 + P340 + P310 BELELEGZES ESETEN: Az érintett személyt friss levegére kell vinni, és
olyan nyugalmi testhelyzetbe kell helyezni, hogy kénnyen tudjon Iélegezni. Azonnal forduljon
TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.

P305 + P351 + P338 SZEMBE KERULES ESETEN: Tébb percig tarté 6vatos blités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék eltavolitdsa, ha kénnyen megoldhatd. Az &blités folytatadsa.

P363 A szennyezett ruhat Ujboli hasznalat el6tt ki kell mosni.

Ha az eszk6z hasznalata soran vagy annak hasznalata kdvetkeztében silyos
baleset tortént, kérjiik, jelentse azt a gyartonak és/vagy meghatalmazott

képvisel6jének és a helyi nemzeti hatésagnak.

Jelmagyarazat
Az EN ISO 15223-1:2021 szabvényban meghatarozott jelek

™ e

Katalégusszam

Lasd a hasznalati utasitast

Gyartasi tétel kddja

Meghatalmazott képviselé

- az Eurdpai Kézosségben/ c

Eurdpai Unidban

Az Eurdpai Unié megfeleléségi
nyilatkozata (az IVDR 2017/746
meghatérozasa szerint)

[ L
=] €
g Lejérati datum ér;Z\Liérzo diagnosztikai orvostechnikai
ISTERILE| HOmérsékleti hatarértékek Vigyazat!
A
1 ®

Gyartési datum Importér

A svajci hivatalos képviselét jeldli

Hivatkozasok

1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull

No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill,
New York, 1965, pp 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,

Columbus (OH), 1980 p 234

Elérhetéségek

Megrendelés leaddsahoz latogasson el weboldalunkra: SigmaAldrich.com. M(iszaki segitségért
latogasson el weboldalunkra: SigmaAldrich.com/techservice.

Atdolgozasi el6zmények

Rev.: 3.0 2014

Rev.: 4.0 2016

Rev.: 5.0 2023

Athelyezve az (j sablonba a jelenlegi mérkajelzéssel. A professzionalis hasznalatra
vonatkoz6 megallapitas leirdsa a rendeltetésszer( hasznélat és az dvintézkedések
részekben. A rendeltetésszer(i hasznalatra vonatkozd részek atdolgozésa az IVDR
iranyelveknek valé megfelelés érdekében. Az Anyagbiztonsagi adatlap frissitése
Biztonsdagi adatlapra. Az elérhet8ségek frissitése. A mintagy(jtés soran a CLSI
kovetésére vonatkozd utasitds eltavolitdsa. Az EN 980-as szabvany szerinti jelzések
eltavolitasa és az EN ISO 15223-1:2021 szabvany jelzéseire valtoztatasa. A megsziint
G3045 kat. sz. eltdvolitdsa a ,Sziikséges, de nem biztositott specialis anyagok”
részbél. A nemkivanatos eseményekkel kapcsolatos elérhetéségek hozzaadasa.
Figyelmeztetések és veszélyek hozzaadasa. A CH-REP informacié hozzaadva.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau
Switzerland
Az ,M" kezddbetii és a Sigma-Aldrich a Merck KGaA (Darmstadt, Németorszag) vagy lednyvéllalatainak védjegyei.

Minden egyéb védjegy a megfeleld tulajdonosok tulajdonat képezi. A védjegyekre vonatkozd részletes informéaciok
nyilvanosan hozzaférhetd forrdsokon keresztiil érheték el.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Navod k pouziti

Souprava Gramova barviva pro natéry
Souprava Gramova barviva pro tkané
Postup ¢. HT90

MRRCK

q3

Uréené pouziti
Cinidla Gramova barviva jsou uréena k pouziti pfi vymezeni grampozitivnich a gramnegativnich
organism{ v natérech a tkanich. Cinidla Gramova barviva jsou uréena pro diagnostické pouZiti

,in vitro®. Pouze pro profesionalni pouZiti. Udaje ziskané z tohoto manudini kvalitativniho postupu
identifikuji grampozitivni a gramnegativni organismy v tkanovych fezech a natérech lidskych
vzorkd. Tyto idaje mohou byt pfi prezkoumani ve spojeni s dalsimi diagnostickymi testy a
informacemi pouZity jako pomticka p¥i diagnostice infekci zplisobenych grampozitivnimi

a gramnegativnimi bakteriemi.

Gramovo barvivo se klinicky pouziva k vymezeni dvou odlinych skupin mikroorganismd. Ty,

které zadrzuji primarni barvivo (gencianova violet), se nazyvaji grampozitivni. Ty, které b&hem
kroku odbarveni pfijdou o primarni barvivo, se nazyvaji gramnegativni. Mechanismy, kterymi
grampozitivni organismy zadrzuji primarni barvivo, nejsou znémy, i kdyz se na tom s nejvétsi
pravdépodobnosti podili chemie a struktura bunéénych stén.

Postup spolecnosti Sigma-Aldrich je zaloZen na préaci Huckera a Conna, co? je modifikace plvodniho
Gramova postupu z roku 1884. Postup podle Huckera and Conna vyuzivé gencidnové violeti a
$tavelanu amonného, ktery napomahd diferenciaci a je pomérné stabilni.

Cinidla
Roztok gencianové violeti (kat. ¢. HT901-8FOZ)
Certifikovana gencianova violet, 2,30%, C.I. 42555, $tavelan amonny, 0,1%, a 20% ethanol, SD3A

Gramiv roztok jodu (kat. ¢. HT902-8F0Z)
J6d, 0,33%, a jodid draselny, 0,66%

Odbarvovaci roztok (kat. ¢. HT903-8FOZ)

Vyzaduje se pouze pro natéry. Isopropylalkohol, 75%, a aceton, 25%
Roztok safraninu O (kat. ¢. HT904-8F0Z)

Certifikovany safranin 0,6%, C.I. 50240, ve 20% ethanolu, SD3A

Roztok tartrazinu (kat.¢. HT3028-250ML)
Vyzaduje se pouze pro tkané. Tartrazin, 0,25%, C.I. 19140, a kyselina octova, 0,25%

Potfebné specidlni materidly, které nejsou soucasti dodavky

e V kazdé zkousce by mély byt zafazeny pozitivni kontrolni preparaty, Gramovo barvivo
TISSUE-TROL™ (kat. ¢. TTR005)

e Alkohol, absolutni

e Aceton, Cistota ACS

* Xylen nebo nahrazka xylenu

e Mikroskop

Skladovani a stabilita

Uchovavejte pfi pokojové teploté (18-26 °C). Na stitku Cinidla je uvedeno datum spotfeby. PouZijte
jednou, pak zlikvidujte.

Priprava
Vsechna ¢inidla jsou pfipravena k pouZziti.

Bezpecnostni opatfeni

Tyto diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro jsou uréeny pro diagnostické pouziti in vitro v
klinickém laboratornim prostfedi. Tyto diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro jsou uréeny
pouze pro profesionalni pouziti kvalifikovanym personalem. Diagnostické zdravotnické prostredky
in vitro Sigma-Aldrich mohou byt pouZivany laboratornimi pracovniky, ktefi jsou vyskoleni

k manipulaci s lidskymi vzorky, které mohou byt infekéni, k pouzivani mikroskopt a jiného
laboratorniho vybaveni a jejich barevné vidéni a ostrost zraku jsou dostatec¢né pro rozliseni barev a
rliznych objektd pod mikroskopem.

PFi zachazeni s laboratornimi ¢inidly dodrzujte bézna bezpeénostni opatfeni. Odpad zlikvidujte podle
véech mistnich, regionalnich ¢ narodnich predpist.

Kontrolni preparaty Gramova barviva TISSUE-TROL™ jsou vzorky zvifeci tkané zalité v parafinu s
obsahem gramnegativnich a grampozitivnich bakterii a mély by byt povazovany za
potencialné infekéni.

Postup

Odbér vzorkd

Z4dna zndméa zkusebni metoda neméZe nabidnout naprosté ujisténi, ze vzorky krve nebo tkané
nebudou zdrojem infekce. VSechny krevni derivaty nebo vzorky tkani je proto nutné povazovat za
potencialné infekéni.

Natéry
Pfipustny je jakykoli dobfe pFipraveny, tepelné fixovany natér. Tloustka natéru ovlivni dobu
potfebnou k odbarveni.

Tkan
Jakékoli dobFe zafixovana tkan zalita v parafinu, nafezana na 5 mikron.

Poznamky
Je tfeba dbat na to, aby se zabranilo nadmérnému odbarvovani sklicek odbarvovacim roztokem.
Dokonce i grampozitivni organismy ztrati zabarveni a budou se jevit jako ¢ervené, pokud bude
odbarvovaci roztok ponechan na skli¢ku pfilis dlouho.?

Postup

Postup pro natéry
Ponofte natér do roztoku gencianové violeti na dobu 1 minuty.
Dilkladné proplachnéte v deionizované vodé.
Ponofte natér do Gamova roztoku jédu na dobu 1 minuty.
Dikladné proplachnéte v deionizované vodé.
Ponofte do odbarvovaciho roztoku na dobu az 10 sekund, dokud se barva nepfestane ménit.
Dilkladné proplachnéte v deionizované vodé.
Ponofte natér do roztoku safraninu O na dobu 1 minuty.
Dilkladné proplachnéte v deionizované vodé.
N&tér vysuste na vzduchu a mikroskopicky prozkoumejte.
Postup pro tkan2

1. Odparafinujte a hydratujte fezy pomoci deionizované vody.

2. Umistéte skli¢ka na stojan na barveni a pokryjte Fezy roztokem gencidnové violeti po dobu

1 minuty.

3. Vypustte roztok gencianové violeti a diikladné oplachnéte v deionizované vodé.

4. Mofte v Gramoveé roztoku jodu po dobu 5 minut.

5. Oplachnéte v deionizované vodé a fezy vysuste savym papirem.
6. Diferencujte v absolutnim alkoholu nebo acetonu.
7
8
9

LN RWNE

Proplachnéte v deionizované vodé.
Pokryijte sklitka roztokem safraninu O na dobu 30-60 sekund.
Oplachnéte v deionizované vodé a fezy vysuste savym papirem.
10. Pokryjte fezy roztokem tartrazinu na dobu 5-10 sekund.
11. Nadmérné barvivo vysuste savym papirem.
12. Oplachnéte ve 2 vyménach absolutniho alkoholu.
13. Projasnéte v xylenu a zamontujte.

Pracovni charakteristiky

Grampozitivni organismy Fialova
Gramnegativni organismy Cervena

Pokud se pozorované vysledky lidi od ocekévanych vysledk, obratte se na technicky servis
spolec¢nosti Sigma-Aldrich.

Analytické pracovni charakteristiky

Analytické vysledky danych testd provedenych na viech cilovych strukturéch potvrzuji 100%
citlivost, specifi¢nost a opakovatelnost.

Kat. €. Popis cil Specifiénost Citlivost Specifi¢nost Citlivost
produktu Vv ramci v ramci mezi mezi
testu testu testy testy
Roztok
HT901 gencianové Grampozitivni 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
violeti
Gramnegativni 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Grami -
HT902 roztrglznjlgfju Grampozitivni 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Gramnegativni 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Hroo3  Odbarvovach  Grampozitivni 323 3ze3 3ze3 3ze3
Gramnegativni 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Roztok M
HT904 safrca)f]i(n)u o Grampozitivni 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Gramnegativni 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Roztok .
HT3028 tartrazinu Pozadi 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3

Varovani a rizika

Aktudlni informace o rizicich, nebezpecich a bezpecnosti si prectéte v bezpecnostnim listu a na
oznaceni vyrobku.

HT90A:

H314 Zplsobuje tézké poleptani kiize a podkozeni odi.

H336 Mlze zplsobit ospalost nebo zavraté.

H411 Toxicky pro vodni organismy s dlouhodobymi Gcinky.

P261 Nevdechujte prach / dym / plyn / mlhu / vypary / aerosol.

P271 PouZivejte pouze venku nebo na dobfe vétraném misté.

P273 Zabrante uvolfiovani do Zivotniho prostfedi.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranu oci / ochranu obliceje.

o

P303 + P361 + P353 PRI STYKU S KUZf (nebo s viasy): Okamzité si sviéknéte viechny
kontaminované odévy. Oplachnéte pokozku vodou.

P305 + P351 + P338 PRI ZASAZEN{ OCi: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, pokud jsou nasazené a daji se snadno vyjmout. Pokracujte ve vyplachovani.
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H314 Zplsobuje t&7ké poleptani kiize a poskozeni odi.

H411 Toxicky pro vodni organismy s dlouhodobymi UGcinky.

P273 Zabrarite uvolfiovani do Zivotniho prostfedi.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranu oci / ochranu obliceje.

P303 + P361 + P353 PRI STYKU S KUZ{ (nebo s viasy): Okamzité si sviéknéte viechny
kontaminované odévy. Oplachnéte pokozku vodou.

P304 + P340 + P310 PRI VDECHNUTI: Odvedte postizeného na Cerstvy vzduch a zajistéte mu
pohodiné dychani. Okam?zité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO / Iékare.

P305 + P351 + P338 PRI ZASAZEN{ OCf: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, pokud jsou nasazené a daji se snadno vyjmout. Pokracujte ve vyplachovani.

P363 Kontaminovany odév pred opétovnym pouzitim vyperte.

Pokud béhem pouZivani tohoto prostifedku nebo v disledku jeho pouzivani doslo
k zadvazné nezadouci pfihodé, nahlaste to vyrobci a/nebo jeho autorizovanému
zastupci a vasemu narodnimu ufadu.

Definice symbold
Symboly definované v normé EN ISO 15223-1:2021

Vyrobce Katalogové cislo

Prectéte si Navod k pouZiti Kod sarze

Prohlaseni o shodé s predpisy
Evropské unie (podle definice
v IVDR 2017/746)

Autorizovany zastupce v Evropském c E
spoleéenstvi / Evropské unii

Diagnosticky zdravotnicky

Datum spotfeby prostiedek in vitro

-
,H’ Teplotni limit
|

Upozornéni
Datum vyroby Dovozce
Oznacuje autorizovaného zastupce
[cH [rer] ve Svycarsku
Reference
1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill,
New York, 1965, pp 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 p 234

Kontaktni informace

Chcete-li podat objednavku, navstivte nase webové stranky na SigmaAldrich.com. Technicky servis
naleznete na strankach technického servisu na nasi webové strance SigmaAldrich.com/techservice.

Historie revizi

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Pfeneseno do nové Sablony s aktudlnim znacenim. Urceno pro profesionalni pouZiti

v rdmci uréeného pouZziti a bezpec¢nostnich opatfeni. Revidované uréené pouziti

k dosazeni souladu s pokyny IVDR. Aktualizovany bezpecnostni list materialu k
bezpecnostnimu listu. Aktualizované kontaktni informace. Odstranén pokyn k dodrzeni
CLSI pro odbér vzork{. Odstranéna norma EN 980 a zmé&né&na na normu

EN ISO 15223-1:2021 pro symboly. Odstranéna jiz nevyrabéna kat. ¢. G3045 z
potiebnych specialnich materiald, které nejsou soucasti dodavky. Pridany kontaktni
informace pro pfipad nezadouci udalosti. Pfidana varovani a rizika.

PFidany informace CH-REP.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271

St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Darmstadt,

an affiliate of Merck KGaA, Germany Germany

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

Pocate¢ni M a Sigma-Aldrich jsou ochranné zndmky spolec¢nosti Merck KGaA, Darmstadt, Némecko nebo jejich
pridruzenych spole¢nosti. Véechny ostatni ochranné zndmky jsou majetkem pfislu$nych vlastnik{. Podrobné
informace o ochrannych znamkach jsou k dispozici prostrednictvim vefejné pristupnych zdrojd.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Bruksanvisning

Gram Stain Kit for filmer

Gram Stain Kit for vev
Prosedyre nr. HT90

ce MRRCK

Tiltenkt bruk

Gramfargingsreagenser er beregnet for bruk i avgrensning av grampositive og gramnegative
organismer i filmer og vev. Gramfargingsreagenser er til "in vitro-diagnostisk bruk". Kun for
profesjonell bruk. Data fra denne manuelle, kvalitative prosedyren identifiserer grampositive
0g gramnegative organismer i vevssnitt og utstryk fra menneskelige prover. N&r disse dataene
vurderes i forbindelse med andre diagnostiske tester og informasjon, kan de brukes som
hjelpemiddel til diagnostisering av infeksjoner med grampositive og gramnegative bakterier.

Gramfarging brukes klinisk for 8 avgrense to distinkte grupper mikroorganismer. De som beholder
primaerfargestoffet (krystallfiolett), kalles grampositive. De som mister primaerfargestoffet under et
avfargingstrinn, kalles gramnegative. Mekanismene som gjor at grampositive organismer beholder
primaerfargingen, er ukjente, men vi vet at kjemien og strukturen til celleveggene m§ vaere involvert.

Sigma-Aldrich-prosedyren er basert pa arbeidet til Hucker og Conn, som er en modifikasjon av
den originale gramprosedyren fra 1884. Hucker og Conn-prosedyren bruker en krystallfiolett
ammoniumoksalatlgsning som bidrar til differensiering og er relativt stabil.*

Reagenser

Krystallfiolett lgsning (kat.nr. HT901-8FOZ)

Sertifisert krystallfiolett, 2,30 %, C.I. 42555, ammoniumoksalat, 0,1 %, og 20 % etylalkohol, SD3A
Grams jodlgsning (kat.nr. HT902-8FOZ)

Jod, 0,33 %, og kaliumjodid, 0,66 %

Avfargingslgsning (kat.nr. HT903-8FOZ)

Kun pakrevd for filmer. Isopropylalkohol, 75 %, og aceton, 25 %

Safranin O-lgsning (kat.nr. HT904-8FOZ)
Sertifisert safranin 0,6 %, C.I. 50240, i 20 % etylalkohol, SD3A

Tartrazinlgsning (kat.nr. HT3028-250ML)
Kun p%krevd for vev. Tartrazin, 0,25 %, C.I. 19140 og eddiksyre, 0,25 %

Spesielle materialer som kreves, men som ikke medfglger

* Positive kontrollobjektglass skal inkluderes i hver kjgring, Gram Stain TISSUE-TROL™
(kat.nr. TTRO05)

e Alkohol, absolutt

e Aceton, ACS-kvalitet

e Xylen eller xylenerstatning

e Mikroskop

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevares i romtemperatur (18-26 °C). Utlgpsdato er angitt pd reagensetiketter. Bruk én gang
og kast.

Fremstilling
Alle reagenser er klare til bruk.

Forsiktighetsregler

Disse IVD-ene er tiltenkt for in vitro-diagnostisk bruk i et klinisk laboratoriemiljg. Disse

IVD-ene er kun for profesjonell bruk av kvalifisert personell. Sigma-Aldrich-IVD-er kan betjenes av
laboratoriepersonell som er opplzert i 8 hdndtere humane praver som kan vaere smittsomme, bruke
mikroskoper og annet laboratorieutstyr og som har fargeoppfatning og synsskarphet for & skille
farger og andre elementer under et mikroskop.

Normale forsiktighetsregler for hdndtering av laboratoriereagenser bgr fglges. Avfall m kastes i
samsvar med alle lokale, statlige, provinsielle eller nasjonale forskrifter.

Gram Stain TISSUE-TROL™-kontrollobjektglass er parafininnstgpt dyrevev som inneholder
gramnegative og grampositive bakterier og bgr betraktes som potensielt smittefarlig.

Prosedyre

Prgvetaking

Ingen kjent testmetode kan fullt ut forsikre at blodprgver eller vev ikke utgjer en smittefare.
Alle blodderivater eller vevsprgver bgr derfor betraktes som potensielt smittefarlige.

Filmer

Enhver godt fremstilt, varmefiksert film er akseptabel. Tykkelsen p& filmen vil pévirke tiden som
kreves for avfarging.

Vev

Ethvert godt fiksert parafininnstgpt vev kuttet ved 5 mikron.

Merknader

Det bgr utvises forsiktighet for & unngd overfarging av objektglassene med avfargingslgsningen.
Selv grampositive organismer vil bli fargelgse og se rgde ut hvis avfargingslgsningen blir liggende
pa objektglasset i lange perioder.?

Prosedyre

Prosedyre for filmer

Tom krystallfiolett-lgsning over filmen i 1 minutt.

Skyll grundig i avionisert vann.

Tom Grams jodlgsning over filmen i 1 minutt.

Skyll grundig i avionisert vann.

Tem med avfargingslgsning i opptil 10 sekunder til fargen ikke lenger er synlig.
Skyll grundig i avionisert vann.

Tom safranin O-lgsning over filmen i 1 minutt.

Skyll grundig i avionisert vann.

Luftterk filmen og undersgk den mikroskopisk.

Prosedyre for vev?

Avparafiniser snittene og hydrer til avionisert vann.

Sett objektglassene pa fargingsstativet og dekk snittene med krystallfiolett lgsning i 1 minutt.
Tom av krystallfiolett lgsning og skyll grundig i avionisert vann.
Bruk mordanter i Grams jodlgsning i 5 minutter.

Skyll i avionisert vann og tgrk snittene for hénd.

Differensier i absolutt alkohol eller aceton.

Skyll i avionisert vann.

Dekk objektglassene med safranin O-lgsning i 30-60 sekunder.
9. Skyll i avionisert vann og terk snittene for hand.

10. Dekk snitt med tartrazinlgsning i 5-10 sekunder.

11. Terk av overfladig farging for hand.

12. Skylli 2 bytter absolutt alkohol.

13. Klarne i xylen og monter.

LCONOUVAWN

ONoUhWNE

Ytelsesegenskaper
Grampositive organismer Lilla
Gramnegative organismer Rad

Hvis observerte resultater avviker fra forventede resultater, kontakt teknisk service hos Sigma-
Aldrich for 8 fa hjelp.

Analytiske ytelsesegenskaper

De analytiske ytelsesresultatene for de gitte testene utfgrt pd alle méistrukturer bekrefter 100 %
falsomhet, spesifisitet og repeterbarhet.

Kat.nr. Produkt- Mal Spesifisitet Fglsomhet Spesifisitet Fglsomhet
beskrivelse innen innen mellom mellom
analyse analyse analyser analyser
Krystallfiolett -
HT901 losning Grampositiv 3av3 3av3 3av3 3av3
Gramnegativ 3av3 3av3 3av3 3av3
HT902 joSII:snr?isng Grampositiv 3av3 3av3 3av3 3av3
Gramnegativ 3av3 3av3 3av3 3av3
HT903 Avlfé’asrgiiggs— Grampositiv 3av3 3av3 3av3 3av3
Gramnegativ 3av3 3av3 3av3 3av3
Safranin O- -
HT904 losning Grampositiv 3av3 3av3 3av3 3av3
Gramnegativ 3av3 3av3 3av3 3av3
HT3028 ﬁ?atsrr?izrig_ Bakgrunn 3av3 3av3 3av3 3av3

Advarsler og farer
Se sikkerhetsdatablad og produktmerking for oppdatert risiko-, fare- eller sikkerhetsinformasjon.

HT90A:

o

H314 Gir alvorlige etseskader p& hud og gyne.

H336 Kan forarsake dgsighet eller svimmelhet.

H411 Giftig, med langtidsvirkning, for liv i vann.

P261 Unngd inndnding av stgv/rayk/gass/tdke/damp/aerosoler.
P271 Brukes bare utendgrs eller i et godt ventilert omrade.
P273 Unng8 utslipp til miljget.

P280 Benytt vernehansker/verneklzer/gyevern/ansiktsvern.

P303 + P361 + P353 VED HUDKONTAKT (eller haret): Tilsglte klzer m fjernes straks. Skyll huden
med vann.

P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter.
Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjgre. Fortsett skyllingen.
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H314 Gir alvorlige etseskader p& hud og gyne.

H411 Giftig, med langtidsvirkning, for liv i vann.

P273 Unnga utslipp til miljoet.

P280 Benytt vernehansker/verneklzer/gyevern/ansiktsvern.

P303 + P361 + P353 VED HUDKONTAKT (eller héret): Tilsglte kleer ma fjernes straks. Skyll huden
med vann.

P304 + P340 + P310 VED INNANDING: Flytt personen til frisk luft og sgrg for at vedkommende har
en stilling som letter &ndedrettet. Kontakt umiddelbart et GIFTINFORMASIONSSENTER / en lege.

P305 + P351 + P338 VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter.
Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjgre. Fortsett skyllingen.

P363 Tilsglte klzer m& vaskes fgr de brukes pa nytt.

Hvis det har oppstatt en alvorlig hendelse under bruk av denne enheten eller
som et resultat av bruken, rapporter det til produsenten og/eller produsentens
autoriserte representant og til din nasjonale myndighet.

Symbolforklaring
Symboler som definert i EN ISO 15223-1:2021

Produsent Katalognummer

Se bruksanvisning Batchkode

Autorisert representant i
Det europeiske fellesskap / EU

EU-samsvarserklaering (definert i
IVDR 2017/746)

In vitro-diagnostisk medisinsk

Best fgr-dato utstyr

Forsiktighetsregel

-
,H’ Temperaturgrense
il

Produksjonsdato Importgr

Angir autorisert representant i
Sveits

Referanser

1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill, New
York, 1965, pp 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 p 234

Kontaktinformasjon

For & legge inn en bestilling, besgk nettstedet vart p& SigmaAldrich.com. Besgk siden for teknisk service
pd nettstedet v&rt pd SigmaAldrich.com/techservice for teknisk service.

Revisjonshistorikk

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Overfgrte til ny mal med gjeldende varemerke. Spesifiserte at utstyret er for
profesjonell bruk, i tiltenkt bruk og forsiktighetsregler. Reviderte tiltenkt bruk

for & overholde IVDR-retningslinjer. Oppdaterte materialsikkerhetsdatablad til
sikkerhetsdatablad. Oppdaterte kontaktinformasjon. Fjernet instruksjon om & fglge
CLSI for provetaking. Fjernet EN 980 og endret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler.
Fjernet utgatt kat.nr. G3045 fra Spesielle materialer som kreves, men som ikke
medfglger. La til kontaktinformasjon for bivirkninger. La til advarsler og farer.

La til informasjon om CH-REP.

Sigma-Aldrich, Inc.,

u 3050 Spruce Street,
St. Louis, MO 63103 USA
an affiliate of Merck KGaA,

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,
Germany

Initialen M og Sigma-Aldrich er varemerker for Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland eller dets tilknyttede selskaper.
Alle andre varemerker tilhgrer sine respektive eiere. Detaljert informasjon om varemerker er tilgjengelig via

offentlig tilgjengelige ressurser.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Kullanma Talimati

Filmler icin Gram Boya Kiti

Doku icin Gram Boya Kiti

Prosedlir No. HT90

ce MRRCK

Kullanim Amaci

Gram Boyasi reaktifleri, filmlerde ve dokularda Gram Pozitif ve Gram Negatif organizmalarin
tanimlanmasinda kullanilmak (izere tasarlanmistir. Gram Boyasi reaktifleri "In Vitro Tani Amagh
Kullanim" igindir. Yalnizca profesyonel kullanim igindir. Bu manuel, kalitatif prosediirden elde
edilen veriler, doku kesitlerinde ve insan numunesi smear'larinda Gram Pozitif ve Gram Negatif
organizmalari tanimlar. Bu veriler, diger tanisal testler ve bilgilerle birlikte gézden gegirildiginde
Gram Pozitif ve Gram Negatif bakteriyel enfeksiyonlarinin tanisina yardimci olarak kullanilabilir.

Gram boyasi, klinik olarak iki farkli mikroorganizma grubunu belirlemek igin kullanilir. Birincil
boyayi (kristal viyole) tutanlara Gram pozitif denir. Renk giderme adimi sirasinda birincil boyayi
kaybedenlere Gram negatif denir. Gram pozitif organizmalarin birincil boyay! tutma mekanizmalari
bilinmemektedir, ancak hiicre duvarlarinin kimyasi ve yapisinin buna kesinlikle katkisi vardir.

Sigma-Aldrich proseduri, 1884'teki orijinal Gram prosedurinin bir modifikasyonu olan Hucker ve
Conn'un galismasina dayanmaktadir. Hucker ve Conn prosedirt, farklilasmaya yardimci olan ve
oldukga stabil olan bir kristal viyole-amonyum oksalat gozeltisi kullanir.t

Reaktifler

Kristal Viyole Cozeltisi (Kat. No. HT901-8F0Z)

Sertifikall kristal viyole, %2,30, C.I. 42555, amonyum oksalat, %0,1 ve %20 etil alkol, SD3A.
Gram iyot Cozeltisi (Kat. No. HT902-8FOZ)

iyot, %0,33 ve potasyum iyodiir, %0,66.

Renk Giderici Gozelti (Kat. No. HT903-8F0Z)

Yalnizca filmler igin gereklidir. izopropil alkol, %75 ve aseton, %25.

Safranin O Cozeltisi (Kat. No. HT904-8F0Z)
Sertifikal safranin %0,6, C.I. 50240, %20 etil alkol iginde, SD3A.

Tartrazin Cozeltisi (Kat. No. HT3028-250ML)
Yalnizca doku igin gereklidir. Tartrazin, %0,25, C.I. 19140 ve asetik asit, %0,25.

Saglanmayan Gerekli Ozel Malzemeler

¢ Pozitif kontrol lamlari her calismaya dahil edilmelidir, Gram Boyasi TISSUE-TROL™
(Kat. No. TTROO5)

e Alkol, Mutlak.

e Aseton, ACS Sinifi.

e Ksilen veya ksilen ikamesi

e Mikroskop.

Saklama ve Stabilite

Oda sicakhiginda (18-26°C) saklayin. Reaktif etiketlerinde son kullanma tarihi bulunur. Bir kez
kullanin ve atin.

Hazirlama
Tim reaktifler kullanima hazirdir.

Onlemler

Bu IVD'ler, klinik laboratuvar ortaminda in vitro tani amagli kullanima y&neliktir. Bu IVD'ler yalnizca
kalifiye personel tarafindan profesyonel kullanim igindir. Sigma-Aldrich IVD'ler, bulasici olabilen
insan numunelerini islemek, mikroskop ve diger laboratuvar ekipmanlarini kullanmak tizere
egitilmis, renkleri ve mikroskop altinda diger nesneleri ayirt etmek igin renk algisina ve gérme
keskinligine sahip laboratuvar personeli tarafindan kullanilabilir.

Laboratuvar reaktiflerini kullanirken uygulanan normal énlemlere uyulmalidir. Atiklari tim yerel,
eyalet, il veya ulusal seviyedeki yonetmeliklere uygun olarak atin.

Gram Boyasi TISSUE-TROL™ kontrol lamlari, gram negatif ve gram pozitif bakteri igeren parafine
g6émull hayvan dokusudur ve potansiyel olarak bulasici kabul edilmelidir.

Prosediir

Numune Toplama

Bilinen higbir test yontemi, kan numunelerinin veya dokunun enfeksiyon bulastirmayacagini tam
olarak garanti edemez. Bu nedenle, tiim kan tirevleri veya doku numuneleri potansiyel olarak
bulasici kabul edilmelidir.

Filmler

1yi hazirlanmis, 1siyla fiksasyon uygulanmis herhangi bir film kabul edilebilir. Filmin kalinhigi,
renk giderme igin gereken siireyi etkileyecektir.

Doku

5 mikronda kesilmis herhangi bir iyi fiksasyon uygulanmig parafine gémulmus doku.

Notlar

Renk Giderici Gozelti ile lamlarin agiri renk gideriminden kaginmak igin 6zen gésterilmelidir.
Renk giderici gozelti uzun siire lam Uzerinde birakilirsa Gram pozitif organizmalar dahi
renksizlesecek ve kirmizi gériinecektir.?

Prosedir

Filmler igin prosediir

1. Filmi Kristal Viyole Cozelti ile 1 dakika yikayin.
Deiyonize suda iyice durulayin.
Filmi Gram Iyot Gozeltisi ile 1 dakika yikayin.
Deiyonize suda iyice durulayin.
Renk akigl durana dek 10 saniyeye kadar Renk Giderici Cozelti ile yikayin.
Deiyonize suda iyice durulayin.
Filmi Safranin O Cozeltisi ile 1 dakika yikayin.
Deiyonize suda iyice durulayin.
Filmi kurumaya birakin ve mikroskobik olarak inceleyin.
Dokular igin prosediir?

Kesitleri deparafinize edin ve deiyonize suyla hidratlayin.

Lamlari boyama rafina yerlestirin ve kesitleri 1 dakika Kristal Viyole Cozelti ile kaplayin.
Kristal Viyole Cozeltisini bosaltin ve deiyonize suyla iyice durulayin.
Gram Iyot Cozeltisinde 5 dakika mordanlayin.

Deiyonize suda durulayin ve kesitleri kurulayin.

Mutlak alkol veya asetonda farkhlastirin.

Deiyonize suda durulayin.
Slaytlari 30-60 saniye Safranin O Cozeltisi ile kaplayin.

9. Deiyonize suda durulayin ve kesitleri kurulayin.
10. Kesitleri 5-10 saniye Tartrazin Cozeltisi ile kaplayin.
11. Fazla boyayi kurulayin.
12. 2 defa degistirerek mutlak alkolde durulayin.
13. Ksilen ile temizleyin ve yerlestirin.

Performans Ozellikleri

LN A WN
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Gram pozitif organizmalar Mor
Gram negatif organizmalar Kirmizi

Gozlemlenen sonuglar beklenen sonuglardan farkliysa, yardim igin lutfen Sigma-Aldrich Teknik
Servisi ile iletisime gegin.

Analitik Performans Ozellikleri

Tum hedef yapilar tizerinde yuritilen belirli testlere ait analitik performans sonuglari
%100 duyarlilik, 6zgulliik ve tekrarlanabilirligi dogrulamaktadir.

Kat. Uriin Tanimi Hedef Tahlil igi Tahlil Igi Tahliller Tahliller
No. Ozgiilliik Duyarhlik .. Arasi Arasi
Ozgiilliik Duyarhhk
HT901 K”Ség'z;’ligi""e Gram Pozitif  3'te 3 3te 3 3te 3 3te 3
Nirgaar;‘if 3te 3 3te 3 3te 3 3te 3
HT902 Gcrg;“eli}’s?t Gram Pozitif ~ 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
N%;aar;‘if 3te 3 3te 3 3te 3 3te 3
HT903 Re"é‘éféft?”c‘ Gram Pozitif  3'te 3 3te 3 e 3 3te 3
Ni;aargf 3te 3 e 3 3te 3 3te 3
HT904 Ségrzae’}'t’l‘sf) Gram Pozitif  3'te 3 3te 3 Jte 3 3te 3
Ni;aargf 3te 3 3te 3 3te 3 3te 3
HT3028 ?Jztﬁtzllsr: Arka plan 3te 3 3te 3 Jte 3 3te 3

Uyarilar ve Tehlikeler

Glincellenmis herhangi bir risk, tehlike veya givenlik bilgisi igin Glvenlik Veri Formuna ve trin
etiketine bakin.

HT90A:

H314 Ciddi cilt yaniklarina ve g6z hasarina neden olur.

H336 Uyku haline veya bas dénmesine neden olabilir.

H411 Sudaki yasam igin uzun sureli etkiyle toksiktir.

P261 Tozunu/dumanini/gazini/sisini/buharini/spreyini solumaktan kaginin.
P271 Sadece disarida veya iyi havalandirilan bir alanda kullanin.

P273 Gevreye salinmasini énleyin.

P280 Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz koruyucu/ytiz koruyucu kullanin.

P303 + P361 + P353 CILTLE (veya sagla) TEMASI halinde: Tim kontamine giysilerinizi hemen
cikarin. Cildinizi suyla durulayin.

P305 + P351 + P338 GOZLE TEMASI HALINDE: Birkag dakika suda dikkatlice durulayin. Varsa ve
yapmasi kolaysa kontakt lensleri gikarin. Durulamaya devam edin.



2-TR

HT9O0T:

gy

H314 Ciddi cilt yaniklarina ve g6z hasarina neden olur.

H411 Sudaki yasam igin uzun sireli etkiyle toksiktir.

P273 Gevreye salinmasini énleyin.

P280 Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz koruyucu/ytiz koruyucu kullanin.

P303 + P361 + P353 CILTLE (veya sagla) TEMASI halinde: Tiim kontamine giysilerinizi hemen
cikarin. Cildinizi suyla durulayin.

P304 + P340 + P310 SOLUNMASI HALINDE: Kisiyi temiz havaya gikarin ve rahatga nefes alabilecegi
bir durumda tutun. Derhal bir ZEHIR DANISMA MERKEZINi/doktoru arayin.

P305 + P351 + P338 GOZLE TEMASI HALINDE: Birkag dakika suda dikkatlice durulayin. Varsa ve
yapmasi kolaysa kontakt lensleri gikarin. Durulamaya devam edin.

P363 Kirlenmis giysileri yeniden kullanmadan 6nce yikayin.

Bu cihazin kullanimi sirasinda veya kullanimi sonucunda ciddi bir olay meydana
gelirse, liitfen bunu iireticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve ulusal yetkili
makaminiza bildirin.

Sembol Tanimlari
EN ISO 15223-1:2021'de tanimlanan semboller

Uretici Katalog Numarasi

Kullanma Talimatina bakin Parti Kodu

Avrupa Toplulugu'nda/Avrupa C E Avrupa Birligi Uygunluk Beyani
Birligi'nde Yetkili Temsilci (IVDR 2017/746'da tanimlanmigtir)

Son Kullanma Tarihi in vitro tani amaglh tibbi cihaz

Sicaklik Siniri Dikkat
Uretim Tarihi ithalatg
Isvigre'deki Yetkili Temsilciyi Belirtir
Referanslar
1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill,
New York, 1965, pp 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 p 234

Iletisim Bilgileri
Siparis vermek igin litfen SigmaAldrich.com adresinden web sitemizi ziyaret edin. Teknik Servis igin
lutfen SigmaAldrich.com/techservice adresinden web sitemizin teknik servis sayfasini ziyaret edin.

Revizyon Gegmisi

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Mevcut markalama ile yeni sablona aktarildi. Kullanim amaci ve énlemler bélimiinde
profesyonel kullanim amagli oldugu belirtildi. Kullanim amaci, IVDR ydénergelerine
uyumlu sekilde revize edildi. Malzeme Guvenlik Bilgi Formu, Givenlik Bilgi Formu
olarak gtincellendi. iletisim bilgileri giincellendi. Numune toplama igin CLSI'yi takip
etme talimati kaldirildi. Semboller igin EN 980 kaldirildi ve EN ISO 15223-1:2021 olarak
degistirildi. Gerekli Olan Ancak Gerekli Olmayan Ozel Malzemelerden Gretimi durdurulan
Kat. No. G3045 kaldirildi. Advers olay iletisim bilgileri eklendi. Uyarilar ve Tehlikeler
eklendi. Isvigre’deki yetkili temsilci bilgileri eklendi.

Sigma-Aldrich, Inc.,
3050 Spruce Street,

St. Louis, MO 63103 USA
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Sigma-Aldrich.

Kayttéohje

Gramvarjayspakkaus sivelyvalmisteille

Gramvarjayspakkaus kudokselle

Menetelmanro HT90

ce MERRCTK

Kadyttotarkoitus

Gramvarjaysreagenssit on tarkoitettu kaytettédvaksi grampositiivisten ja gramnegatiivisten
organismien maarittdmiseen sivelyvalmisteista ja kudoksesta. Gramvarjdysreagenssit on tarkoitettu
"in vitro -diagnostiikkaan”. Vain ammattilaisten kayttéon. Talla manuaalisella, kvalitatiivisella
menetelmalla saaduista tiedoista tunnistetaan ihmisperdisten ndytteiden kudosleikkeissa ja
sivelynaytteissa olevia grampositiivisia ja gramnegatiivisia organismeja. Yhdessa muiden
diagnostisten testien ja tietojen kanssa tarkasteltuina néitd tietoja voidaan kayttda apuna
grampositiivisten ja gramnegatiivisten bakteerien aiheuttamien infektioiden diagnosoinnissa.

Gramvarjdysta kaytetaan kliinisesti kahden eri mikro-organismiryhmé&n maéarittdmiseen.
Mikro-organismeja, joihin ensimmainen vari (kristallivioletti) ja&, kutsutaan grampositiivisiksi. Jos
ensimmainen vari taas huuhtoutuu pois mikro-organismista varinpoistovaiheessa, mikro-organismia
kutsutaan gramnegatiiviseksi. Ei ole tiedossa, milld mekanismeilla ensimma&inen vari

jaa grampositiivisiin organismeihin, mutta siihen liittyy varmasti soluseinien kemia ja rakenne.

Sigma-Aldrich-menetelmé perustuu Huckerin ja Connin tyéhon, joka on muunnelma Gramin
vuonna 1884 kehittdmasta alkuperdisestd menetelmasta. Huckerin ja Connin menetelmasséa
kaytetaan kristallivioletti-ammoniumoksalaattiliuosta, joka helpottaa erilaistumista ja on
melko stabiili.*

Reagenssit

Kristalliviolettiliuos (luettelonro HT901-8F0Z)

Sertifioitu kristallivioletti, 2,30 %, vari-indeksi 42555, ammoniumoksalaatti, 0,1 %,
ja 20-prosenttinen etyylialkoholi, SD3A

Gramin jodiliuos (luettelonro HT902-8F0Z)

Jodi, 0,33 %, ja kaliumjodidi, 0,66 %

Vérinpoistoliuos (luettelonro HT903-8FOZ)

Tarvitaan vain sivelyvalmisteita kaytettéessa. Isopropyylialkoholi, 75 %, ja asetoni, 25 %

Safraniiniliuos (luettelonro HT904-8F0Z)
Sertifioitu safraniini, 0,6 %, véari-indeksi 50240, 20-prosenttisessa etyylialkoholissa, SD3A

Tartratsiiniliuos (luettelonro HT3028-250ML)
Tarvitaan vain kudosta kaytettdessa. Tartratsiini, 0,25 %, vari-indeksi 19140,
ja etikkahappo, 0,25 %

Tarvittavat erityismateriaalit, jotka eivat sisally pakkaukseen

o Jokaisessa ajossa tulee kayttaa positiivisia Gram Stain TISSUE-TROL™ -kontrolliobjektilaseja
(luettelonro TTROO05).

¢ Alkoholi, absoluuttinen

e Asetoni, ACS-luokka

e Ksyleeni tai ksyleeninkorvike

e Mikroskooppi

Sailytys ja stabiilius

Sailytettava huoneenlammdssa (18-26 °C). Viimeinen kayttopadiva on merkitty reagenssin
etikettiin. Kayta kertaalleen ja havita sen jalkeen.

Valmistelu
Kaikki reagenssit ovat kayttévalmiita.

Varotoimet

N&ma in vitro -diagnostiset (IVD) laitteet on tarkoitettu kadytettavaksi “in vitro -diagnostiikassa”
kliinisessa laboratorioympéristossa. Nama IVD-laitteet on tarkoitettu vain patevan
ammattihenkiloston kayttdon. In vitro -diagnostisia Sigma-Aldrich-laitteita saa kayttaa
laboratoriohenkil6std, joka on koulutettu kasittelemaan mahdollisesti tartuntavaarallisia
ihmisperdisia naytteita ja kayttamaan mikroskooppeja ja muita laboratoriotarvikkeita ja jolla on
riittdva varinako ja naontarkkuus varien ja muiden kohteiden erottamiseen mikroskoopilla.

Normaaleja laboratorioreagenssien késittelyyn liittyvia varotoimia tulee noudattaa. Havita jatteet
kaikkien paikallisten, alueellisten ja kansallisten maaraysten mukaisesti.

Gram Stain TISSUE-TROL™ -kontrolliobjektilasit siséltavat parafiiniin valettua eldinkudosta,
jossa on gramnegatiivisia ja grampositiivisia bakteereja, ja niitd on pidettava mahdollisesti
tartuntavaarallisina.

Menettely

Naytteenotto

Milldan tunnetulla testimenetelmélld ei voida tédysin taata, ettd veri- tai kudosnéaytteet eivat
tartuttaisi infektiota. Siksi kaikkia verijohdannaisia ja kudosnaytteitd on pidettava mahdollisesti
tartuntavaarallisina.

Sivelyvalmisteet

Kaikki hyvin valmistellut, lammolla kiinnitetyt sivelyvalmisteet ovat hyvaksyttavia. Sivelyvalmisteen
paksuus vaikuttaa varinpoistoon tarvittavaan aikaan.

Kudos

Mikéa tahansa hyvin kiinnitetty, parafiiniin valettu kudos, joka on leikattu viiden mikrometrin
leikkeeksi.

Huomautukset

Objektilasien liiallista varinpoistoa varinpoistoliuoksella on véltettdva. Myds grampositiiviset
organismit muuttuvat varittémiksi ja nédkyvat punaisina, jos varinpoistoliuos jatetdén objektilasille
liian pitkéksi aikaa.?

Menettely

Menettely sivelyvalmisteita kdytettdessa
Tayta sivelyvalmiste kristalliviolettiliuoksella yhden minuutin ajaksi.

Huuhtele huolellisesti deionisoidussa vedessa.
Tayté sivelyvalmiste Gramin jodiliuoksella yhden minuutin ajaksi.

Huuhtele huolellisesti deionisoidussa vedessa.
Tayta varinpoistoliuoksella enintéddn 10 sekunnin ajaksi, kunnes vari lakkaa valumasta.
Huuhtele huolellisesti deionisoidussa vedessa.
Tayta sivelyvalmiste safraniiniliuoksella yhden minuutin ajaksi.

Huuhtele huolellisesti deionisoidussa vedessa.
. Anna sivelyvalmisteen kuivua ja tee mikroskooppitutkimus.
Menettely kudosta kaytettdessa?

1. Poista leikkeet parafiinista ja hydratoi deionisoituun veteen.

2. Aseta objektilasit vérjaystelineeseen ja peitd leikkeet kristalliviolettiliuoksella yhden

minuutin ajaksi.

3. Tyhjenna kristalliviolettiliuos ja huuhtele huolellisesti deionisoidussa vedessa.

4. Peittaa Gramin jodiliuoksessa viiden mi in ajan.

5. Huuhtele deionisoidussa vedessé ja blottaa leikkeet.
6. Erottele absoluuttisessa alkoholissa tai asetonissa.
7
8
9
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Huuhtele deionisoidussa vedessa.
Peitd objektilasit safraniiniliuoksella 30-60 sekunnin ajaksi.
Huuhtele deionisoidussa vedessa ja blottaa leikkeet.
10. Peita leikkeet tartratsiiniliuoksella 5-10 sekunnin ajaksi.
11. Pyyhi ylimaardinen vari pois.
12. Huuhtele absoluuttisella alkoholilla kaksi kierrosta.
13. Kirkasta ksyleenissa ja preparoi.

Suorituskykyominaisuudet

Grampositiiviset organismit Purppura
Gramnegatiiviset organismit Punainen

Jos havaitut tulokset eroavat odotetuista tuloksista, ota yhteyttd Sigma-Aldrichin tekniseen palveluun.

Analyyttiset suorituskykyominaisuudet

Kaikilla kohderakenteilla suoritetuista testeista saadut analyyttiset suorituskykytulokset vahvistavat
100-prosenttisen herkkyyden, spesifisyyden ja toistettavuuden.

Luettelonro Tuotteen Kohde Maédrityksen Madrityksen Madritysten Madritysten
kuvaus sisdisen sisdinen vélinen vélinen
spesifisyys herkkyys spesifisyys herkkyys

Kristalli-

HT901 violettiliuos Grampositiivinen 3/3 3/3 3/3 3/3
Gramnegatiivinen 3/3 3/3 3/3 3/3
HT902 Ji’;‘;’lmg’s Grampositiivinen 3/3 3/3 3/3 3/3
Gramnegatiivinen 3/3 3/3 3/3 3/3
HT903 Varinpoistoliuos  Grampositiivinen 3/3 3/3 3/3 3/3
Gramnegatiivinen 3/3 3/3 3/3 3/3
HT904 Safraniiniliuvos ~ Grampositiivinen 3/3 3/3 3/3 3/3
Gramnegatiivinen 3/3 3/3 3/3 3/3
HT3028 Tartratsiiniliuos Tausta 3/3 3/3 3/3 3/3

Varoitukset ja vaarat
Katso paivitetyt riski-, vaara- ja turvallisuustiedot kayttoturvallisuustiedotteesta ja tuotemerkinngista.

HT90A:

2 i

H314 Voimakkaasti ihoa sydvyttavaa ja silmiad vaurioittavaa.

H336 Saattaa aiheuttaa uneliaisuutta ja huimausta.

H411 Myrkyllista vesieliville, pitkaaikaisia haittavaikutuksia.

P261 Valta polyn/savun/kaasun/sumun/hdyryn/suihkeen hengittamista.

P271 Ké&yté ainoastaan ulkona tai tiloissa, joissa on hyva ilmanvaihto.

P273 Valtettava paastamista ymparistoon.

P280 Kayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

P303 + P361 + P353 JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE (tai hiuksiin): Riisu saastunut vaatetus
valittémasti. Huuhdo iho vedella.

P305 + P351 + P338 JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean
minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista.
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H314 Voimakkaasti ihoa syovyttavaa ja silmia vaurioittavaa.

H411 Myrkyllista vesielidille, pitkdaikaisia haittavaikutuksia.

P273 Vaéltettava paastamista ymparistoon.

P280 Kéayta suojakéasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta.

P303 + P361 + P353 JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE (tai hiuksiin): Riisu saastunut vaatetus
valittdmasti. Huuhdo iho vedella.

P304 + P340 + P310 JOS KEMIKAALIA ON HENGITETTY: Siirra henkilo raittiiseen ilmaan ja varmista
vaivaton hengitys. Ota valittomasti yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN/Ia&kariin.

P305 + P351 + P338 JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean
minuutin ajan. Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista.

P363 Pese saastunut vaatetus ennen uudelleenkayttoa.

Jos taman laitteen kdyton aikana tai sen seurauksena ilmenee vakava
vaaratilanne, ilmoita siita valmistajalle ja/tai sen valtuutetulle edustajalle seka
kansalliselle viranomaiselle.

Symbolien selitykset
Symbolit standardin EN ISO 15223-1:2021 mukaisesti

Valmistaja Luettelonumero

Erakoodi

Katso kayttoohje

Vaatimustenmukaisuusvakuutus
Euroopan unionin maaraysten
mukaisesti (IVDR-asetus 2017/746)

Valtuutettu edustaja Euroopan c E
yhteisdssé / Euroopan unionissa

m in vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu

Viimeinen kayttopaiva lagkinnallinen laite

Valmistuspaiva Maahantuoja

Lampétilarajoitus A Huomio

E Valtuutettu edustaja Sveitsissa

Lihteet
1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill, New
York, 1965, pp 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 p 234

Yhteystiedot

Voit tehda tilauksen verkkosivuillamme osoitteessa SigmaAldrich.com. Tekniseen palveluumme voi ottaa
yhteytté teknisen palvelun sivulla osoitteessa SigmaAldrich.com/techservice.

Versiohistoria

Versio 3.0 2014

Versio 4.0 2016

Versio 5.0 2023

Siirretty uuteen pohjaan, jossa on ajantasaiset brandimerkit. Maininta ammattikaytosta
lisatty kayttotarkoitukseen ja varotoimiin. Kayttotarkoitus tarkistettu IVDR-
ohjeistusten mukaisesti. "Materiaalin kayttoéturvallisuustiedote” paivitetty muotoon
"kayttoturvallisuustiedote”. Yhteystiedot péivitetty. Poistettu ohje CLSI-ohjeistuksen
noudattamisesta naytteenotossa. Symboliosiosta poistettu “EN 980" ja tilalle

vaihdettu "EN ISO 15223-1:2021". Poistettu luettelonro G3045 kohdasta Tarvittavat
erityismateriaalit, jotka eivéat sisélly pakkaukseen, silla tuotteen valmistus on

lopetettu. Lisatty haittatapahtumien yhteydessa kaytettavat yhteystiedot. Lisatty kohta
Varoitukset ja vaarat. Lisdtty CH-REP-tiedot.

Sigma-Aldrich, Inc.,

u 3050 Spruce Street,
St. Louis, MO 63103 USA
an affiliate of Merck KGaA,

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,
Germany

M-alkukirjain ja Sigma-Aldrich ovat Merck KGaA -yhtién, Darmstadt, Saksa, tai sen tytaryhtiéiden tavaramerkkeja.
Kaikki muut tavaramerkit ovat haltijoidensa omaisuutta. Yksityiskohtaiset tavaramerkkitiedot ovat saatavilla

julkisista lahteista.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Gebruiksaanwijzing

Gramkleuring-kit voor films

Gramkleuring-kit voor weefsel
Procedurenr. HT90

ce MRRCK

Beoogd gebruik

Gramkleuringsreagentia zijn bedoeld voor gebruik bij de herkenning van grampositieve en
gramnegatieve organismen in films en weefsel. Gramkleuringsreagentia zijn voor
'in-vitrodiagnostisch gebruik'. Uitsluitend voor professioneel gebruik. De gegevens verkregen met
deze handmatige, kwalitatieve procedure identificeren grampositieve en gramnegatieve organismen
in weefselcoupes en smears van humane monsters. Wanneer deze gegevens worden bekeken

in combinatie met andere diagnostische tests en informatie, kunnen ze worden gebruikt als
hulpmiddel bij het diagnosticeren van grampositieve en gramnegatieve bacteriéle infecties.

Gramkleuring wordt klinisch gebruikt om twee verschillende groepen micro-organismen te
herkennen. Degene die de primaire kleurstof (kristalviolet) vasthouden, worden grampositief
genoemd. Degene die de primaire kleurstof verliezen tijdens een ontkleuringsstap worden
gramnegatief genoemd. De mechanismen waardoor grampositieve organismen de primaire
kleurstof behouden zijn onbekend, hoewel de chemie en structuur van celwanden er zeker bij
betrokken zijn.

De Sigma-Aldrich-procedure is gebaseerd op het werk van Hucker en Conn dat een modificatie is
van de originele gramprocedure uit 1884. Voor de procedure van Hucker en Conn wordt gebruik
gemaakt van een kristalviolet-ammoniumoxalaatoplossing die helpt bij de differentiatie en vrij
stabiel is.!

Reagentia

Kristalvioletoplossing (cat. nr. HT901-8FOZ)
Gecertificeerd kristalviolet, 2,30%, C.I. 42555, ammoniumoxalaat, 0,1%, en 20% ethylalcohol, SD3A

Gram-jodiumoplossing (cat. nr. HT902-8FOZ)
Jodium, 0,33%, en kaliumjodide, 0,66%

Ontkleuringsoplossing (cat. nr. HT903-8F0Z)
Alleen vereist voor films. Isopropylalcohol, 75% en aceton, 25%

Safranine O-oplossing (cat. nr. HT904-8F0Z)
Gecertificeerd safranine 0,6%, C.I. 50240, in 20% ethylalcohol, SD3A

Tartrazine-oplossing (cat. nr. HT3028-250ML)
Alleen vereist voor weefsels. Tartrazine, 0,25%, C.I. 19140, en azijnzuur, 0,25%

Vereiste, maar niet meegeleverde speciale materialen

* Positieve controleglaasjes moeten in elke run worden opgenomen, gramkleuring TISSUE-TROL™
(Cat. nr. TTR0O5)

e Alcohol, Absoluut

e Aceton, ACS-kwaliteit

* Xyleen of xyleenvervanger

e Microscoop

Opslag en stabiliteit

Bewaar bij kamertemperatuur (18-26 °C). Op het etiket van het reagens staat de vervaldatum.
Eenmaal gebruiken en weggooien.

Voorbereiding
Alle reagentia zijn klaar voor gebruik.

Voorzorgsmaatregelen

Deze IVD's zijn bedoeld voor in-vitrodiagnostisch gebruik in een klinische laboratoriumomgeving.
Deze IVD's zijn uitsluitend bestemd voor professioneel gebruik door gekwalificeerd personeel.
IVD's van Sigma-Aldrich mogen bediend worden door laboratoriumpersoneel dat opgeleid

is om om te gaan met humane monsters die infectieus kunnen zijn, microscopen en andere
laboratoriumapparatuur te gebruiken en met voldoende kleurwaarneming en gezichtsscherpte om
kleuren en andere objecten onder een microscoop te onderscheiden.

De normale voorzorgsmaatregelen bij het hanteren van laboratoriumreagentia moeten worden
opgevolgd. Voer afval af met inachtneming van alle plaatselijke, provinciale of
nationale voorschriften.

Gramkleuring TISSUE-TROL™-controleglaasjes zijn in paraffine ingebed dierlijk weefsel dat
gramnegatieve en grampositieve bacterién bevat en moeten als mogelijk infectieus worden
beschouwd.

Procedure

Monsterafname

Geen enkele bekende testmethode kan volledige zekerheid bieden dat bloedmonsters of weefsel
geen infectie overdragen. Daarom moeten alle bloedderivaten of weefselmonsters als mogelijk
infectieus worden beschouwd.

Films

Elke goed geprepareerde, met warmte gefixeerde film is acceptabel. De dikte van de film beinvioedt
de tijd die nodig is voor ontkleuring.

Weefsel
Elk goed gefixeerd, in paraffine ingebed weefsel van 5 micron dik.

Opmerkingen

Voorkom te veel ontkleuring van de objectglaasjes met de ontkleuringsoplossing. Zelfs
grampositieve organismen worden kleurloos en worden rood als de objectglaasjes te lang in de
ontkleuringsoplossing blijft.*

Procedure

Procedure voor films

1. Overgiet de film met kristalvioletoplossing gedurende 1 minuut.

2. Spoel grondig met gede-ioniseerd water.

3. Overgiet de film met gram-jodium-oplossing gedurende 1 minuut.

4. Spoel grondig met gede-ioniseerd water.

5. Overgiet met ontkleuringsoplossing gedurende maximaal 10 seconden totdat de kleur niet
meer doorloopt.

6. Spoel grondig met gede-ioniseerd water.

7. Overgiet de film met Safranin O-oplossing gedurende 1 minuut.

8. Spoel grondig met gede-ioniseerd water.

9. Laat de glaasjes aan de lucht drogen en beoordeel ze microscopisch.

Procedure voor weefsel?

1. Deparaffineer glaasjes en hydrateer met gede-ioniseerd water.

2. Plaats de objectglaasjes op een kleuringsrekje en bedek de coupes met kristalvioletoplossing,

gedurende 1 minuut.

3. Giet de kristalvioletoplossing af en spoel grondig in gede-ioniseerd water.

4. Beits in gramjodiumoplossing gedurende 5 minuten.

5. Spoel af met gede-ioniseerd water en dep de coupes droog.

6. Differentieer in absolute alcohol of aceton.

7. Spoel met gede-ioniseerd water.

8. Dek de objectglaasjes af met Safranin O-oplossing gedurende 30-60 seconden.
9. Spoel af met gede-ioniseerd water en dep de coupes droog.

10. Dek de coupes af met Tartrazine-oplossing gedurende 5-10 seconden.

11. Dep overtollige kleurstof af.

12. Spoel in 2 baden absolute alcohol.

13. Reinig in xyleen en bed in.

Prestatiekenmerken
Grampositieve organismen Paars
Gramnegatieve organismen Rood

Als de waargenomen resultaten afwijken van de verwachte resultaten, neem dan contact op met de
technische dienst van Sigma-Aldrich voor assistentie.

Analytische prestatiekenmerken

De resultaten van de analytische prestaties voor de gegeven tests, uitgevoerd op alle
doelstructuren, bevestigen 100% gevoeligheid, specificiteit en herhaalbaarheid.

Cat. Product- Doel Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay
nr. beschrij- specificiteit gevoeligheid specificiteit gevoeligheid
ving
HT901 Krlstalwple— Grampositief 3van3 3van3 3van3 3van3
toplossing
Gramnegatief 3van3 3van3 3van3 3van3
HT902 Gram]od.lu- Grampositief 3van3 3van3 3van3 3van3
moplossing
Gramnegatief 3van 3 3van 3 3van 3 3van 3
Ontkleu-
HT903 ringsoplos- Grampositief 3van3 3van3 3van3 3van3
sing
Gramnegatief 3van3 3van3 3van3 3van3
HT904 Safranl_n Grampositief 3van3 3van3 3van3 3van3
O-oplossing
Gramnegatief 3van3 3van3 3van3 3van3
Tartra-
HT3028 zine-oplos-  Achtergrond 3van3 3van3 3van3 3van3
sing

Waarschuwingen en gevaren

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad en de etikettering van het product voor bijgewerkte
informatie over risico's, gevaren of veiligheid.

HT90A:

dap

H314 Veroorzaakt ernstige brandwonden en oogletsels.

H336 Kan slaperigheid of duizeligheid veroorzaken.

H411 Giftig voor in het water levende organismen, met langdurige gevolgen.
P261 Inademing van stof/rook/gas/nevel/damp/spuitnevel vermijden.

P271 Alleen buiten of in een goed geventileerde ruimte gebruiken.

P273 Voorkom lozing in het milieu.

P280 Draag beschermende handschoenen/beschermende kleding/oogbescherming/
gezichtsbescherming.

P303 + P361 + P353 BIJ CONTACT MET DE HUID (of het haar): Trek onmiddellijk alle
verontreinigde kleding uit. Spoel de huid af met water.

P305 + P351 + P338 BIJ CONTACT MET DE OGEN: Spoel zachtjes af met water gedurende enkele
minuten. Contactlenzen verwijderen, indien aanwezig en gemakkelijk te doen. Blijven spoelen.
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H314 Veroorzaakt ernstige brandwonden en oogletsels.
H411 Giftig voor in het water levende organismen, met langdurige gevolgen.
P273 Voorkom lozing in het milieu.

P280 Draag beschermende handschoenen/beschermende kleding/oogbescherming/
gezichtsbescherming.

P303 + P361 + P353 BIJ CONTACT MET DE HUID (of het haar): Trek onmiddellijk alle verontreinigde
kleding uit. Spoel de huid af met water.

P304 + P340 + P310 NA INADEMING: Breng de persoon in de frisse lucht en zorg dat hij
comfortabel kan ademen. Bel onmiddellijk een ANTIGIFCENTRUM of een arts.

P305 + P351 + P338 BIJ CONTACT MET DE OGEN: Spoel zachtjes af met water gedurende enkele
minuten. Contactlenzen verwijderen, indien aanwezig en gemakkelijk te doen. Blijven spoelen.

P363 Verontreinigde kleding wassen alvorens deze opnieuw te gebruiken.

Als zich tijdens het gebruik van dit apparaat of als gevolg van het gebruik ervan
een ernstig incident heeft voorgedaan, meld dit dan aan de fabrikant en/of zijn
gemachtigde vertegenwoordiger en aan uw nationale autoriteit.

Symbooldefinities
Symbolen zoals gedefinieerd in EN ISO 15223-1:2021

Fabrikant Catalogusnummer

Batchcode

Raadpleeg de gebruiksaanwijzing

Gemachtigd vertegenwoordiger in
de Europese Gemeenschap/ c
Europese Unie

Conformiteitsverklaring van de
Europese Unie (gedefinieerd in
IVDR 2017/746)

=
Uiterste gebruiksdatum m?\?iltsrf)r:jir;g:(;?t?:lfl voor

Let op

<
,ﬂ’ Temperatuurlimiet
il

Productiedatum Importeur

Geeft de bevoegde vertegenwoordiger

in Zwitserland aan

Referenties

1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill,
New York, 1965, pp 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 p 234

Contactgegevens

Om een bestelling te plaatsen, bezoek onze website op SigmaAldrich.com. Ga voor technische service
naar de technische servicepagina op onze website: SigmaAldrich.com/techservice.

Herzieningsgeschiedenis

Herz. 3.0 2014

Herz. 4.0 2016

Herz. 5.0 2023

Overgezet naar nieuwe sjabloon met huidige huisstijl. Gespecificeerd voor professioneel
gebruik in bedoeld gebruik en voorzorgsmaatregelen. Herzien beoogd gebruik

om aan te sluiten bij IVDR-richtlijnen. Veiligheidsinformatieblad bijgewerkt tot
veiligheidsinformatieblad. Contactgegevens bijgewerkt. Instructie om CLSI te volgen
voor monsterafname verwijderd. EN 980 verwijderd en gewijzigd in

EN ISO 15223-1:2021 voor symbolen. Verwijderd uit het assortiment Cat. nr. G3045 uit
Vereiste, maar niet meegeleverde speciale materialen. Contactinformatie over melding
ongewenste voorvallen toegevoegd. Waarschuwingen en gevaren toegevoegd.

CH-REP informatie toegevoegd.

Sigma-Aldrich, Inc.,

u 3050 Spruce Street,
St. Louis, MO 63103 USA
an affiliate of Merck KGaA,

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,
Germany

De Initial M en Sigma-Aldrich zijn handelsmerken van Merck KGaA, Darmstadt, Duitsland of gelieerde
ondernemingen. Alle andere handelsmerken zijn eigendom van hun respectieve eigenaars. Gedetailleerde
informatie over handelsmerken is beschikbaar via openbaar toegankelijke bronnen.

© 2023 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Navodila za uporabo

Komplet barvila za barvanje
po Gramu za filme

Komplet barvila za barvanje

po Gramu za tkivo
MECRCOK

St. postopka HT90

q3

Predvidena uporaba

Reagenti za barvanje po Gramu so namenjeni za razloCevanje grampozitivnih in gramnegativnih
organizmov Vv filmih in tkivih. Reagenti za barvanje po Gramu so namenjeni za »diagnosti¢no
uporabo in vitro«. Samo za strokovno uporabo. Podatki, pridobljeni s tem priro¢nim, kvalitativnim
postopkom, dolo¢ajo grampozitivne in gramnegativne organizme v tkivnih prerezih in razmazih
Cloveskih vzorcev. Ti podatki se lahko v povezavi z drugimi diagnosti¢nimi testi in informacijami
uporabijo kot pomo¢ pri diagnosticiranju grampozitivnih in gramnegativnih bakterijskih okuzb.

Barvanje po Gramu se klini¢no uporablja za razmejitev dveh razli¢nih skupin mikroorganizmov.
Tisti, ki zadrzijo primarno barvilo (kristalno vijoli¢no), imenujemo grampozitivne. Tisti, ki med
razbarvanjem izgubijo primarno barvilo, se imenujejo gramnegativni. Mehanizmi, s katerimi
grampozitivni organizmi ohranijo primarno obarvanje, niso znani, ¢eprav sta kemija in struktura
celi¢nih sten zagotovo vpleteni.

Postopek Sigma-Aldrich temelji na delu Huckerja in Conna, ki je sprememba prvotnega Gramovega
postopka iz leta 1884. Huckerjev in Connov postopek uporablja kristalno vijoli¢cno-amonijev oksalat,
ki pomaga pri diferenciaciji in je precej stabilen.*

Reagenti

Kristalno vijoliéna raztopina (kat. $t. HT901-8FOZ)
Certificirana kristalno vijoliéna, 2,30 %, C.I. 42555, amonijev oksalat, 0,1 %, in 20-% etilni
alkohol, SD3A

Raztopina joda za barvanje po Gramu (kat. st. HT902-8F0Z)
Jod, 0,33 %, in kalijev jodid, 0,66 %.

Raztopina za razbarvanje (kat. $t. HT903-8FOZ)

Zahtevano samo za filme. Izopropilni alkohol, 75 %, in aceton, 25 %.

Raztopina safranina O (kat. St. HT904-8F0Z)
Certificirani safranin 0,6 %, C.I. 50240, v 20-% etilnem alkoholu, SD3A

Raztopina tartrazina (kat. st. HT3028-250ML)
Zahtevano samo za tkivo. Tartrazin, 0,25 %, C.I. 19140, in ocetna kislina, 0,25 %.

Posebni materiali, ki so potrebni, vendar niso priloZeni

* V vsako serijo je treba vkljuditi pozitivna kontrolna stekelca, Gram Stain TISSUE-TROL™
(kat. &t. TTR0O5)

e Alkohol, absolutni

e Aceton, razred ACS

¢ Ksilen ali nadomestek ksilena

e Mikroskop

Shranjevanje in stabilnost

Shranjujte pri sobni temperaturi (18-26 °C). Na oznaki reagenta je naveden datum izteka roka
uporabnosti. Uporabite enkrat in zavrzite.

Priprava
Vsi reagenti so pripravljeni za uporabo.

Previdnostni ukrepi

Ti izdelki IVD so namenjeni za diagnosti¢no uporabo in vitro v klini¢cnem laboratoriju. Ti izdelki IVD

so namenjeni le strokovni uporabi s strani usposobljenega osebja. Z napravami Sigma-Aldrich IVD

lahko upravlja laboratorijsko osebje, ki je usposobljeno za ravnanje s ¢loveskimi vzorci, ki so lahko
kuzni, za uporabo mikroskopov in druge laboratorijske opreme ter ima sposobnost zaznavanja barv
in ostrino vida za razlikovanje barv in drugih predmetov pod mikroskopom.

Upostevati je treba obicajne previdnostne ukrepe pri ravnanju z laboratorijskimi reagenti. Odpadke
odstranite v skladu z vsemi lokalnimi, drzavnimi, pokrajinskimi ali nacionalnimi predpisi.

Kontrolna stekelca Gram Stain TISSUE-TROL™ so v parafin vklopljena Zivalska tkiva, ki vsebujejo
gramnegativne in grampozitivne bakterije ter jih je treba obravnavati kot potencialno kuzna.

Postopek

Zbiranje vzorcev

Nobena znana testna metoda ne more dati popolnega zagotovila, da vzorci krvi ali tkiva ne bodo
prenesli okuzbe. Zato je treba vse krvne derivate ali tkivne vzorce obravnavati kot potencialno kuzne.
Filmi

Sprejemljiv je vsak dobro pripravljen, toplotno fiksiran film. Debelina filma vpliva na cas, potreben
za razbarvanje.

Tkivo

Vsako dobro fiksirano tkivo, vklopljeno v parafin, razrezano na 5 mikronov.

Opombe
Paziti je treba, da ne pride do prekomernega razbarvanja stekelc z raztopino za razbarvanje.

Tudi grampozitivni organizmi bodo postali brezbarvni in rdeci, ¢e bo raztopina za razbarvanje ostala
na stekelcu predolgo.?

Postopek

Postopek za filme

Film 1 minuto polivajte s kristalno vijoli¢no raztopino.
Temeljito sperite z deionizirano vodo.

Film 1 minuto polivajte z raztopino joda za barvanje po Gramu.
Temeljito sperite z deionizirano vodo.

Do najve¢ 10 sekund polivajte z raztopino za razbarvanje, dokler barva ne preneha teci.
Temeljito sperite z deionizirano vodo.

Film 1 minuto polivajte z raztopino safranina O.
Temeljito sperite z deionizirano vodo.

Film posusite na zraku in ga preglejte z mikroskopom.
Postopek za tkivo?

1. Rezine deparafinizirajte in jih hidrirajte v deionizirani vodi.

2. Stekelca polozite na stojalo za barvanje in rezine za 1 minuto prekrijte s kristalno vijoli¢no

raztopino.

3. Odcedite kristalno vijoli¢no raztopino in jo temeljito sperite v deionizirani vodi.
4. Jedkajte v raztopini joda za barvanje po Gramu 5 minut.

5. Izperite v deionizirani vodi in obrisite rezine.

6. Diferencirajte v absolutnem alkoholu ali acetonu.

7

8

9
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Izperite v deionizirani vodi.
Stekelca za 30-60 sekund prekrijte z raztopino safranina O.
Izperite v deionizirani vodi in obrisite rezine.

10. Dele za 5-10 sekund prekrijte z raztopino tartrazina.

11. Odvecno barvilo odstranite.

12. Izperite z 2 zamenjavama absolutnega alkohola.

13. Ocistite v ksilenu in pritrdite.

Znacdilnosti delovanja

Grampozitivni organizmi Vijoli¢na
Gramnegativni organizmi Rdeca

Ce opazeni rezultati odstopajo od pri¢akovanih, se za pomo¢ obrnite na oddelek za tehniéno pomoé
podjetja Sigma-Aldrich.

Znadilnosti analitiéne udinkovitosti

Rezultati analiti¢ne ucinkovitosti za dane teste, opravljene na vseh ciljnih strukturah, potrjujejo
100-odstotno obcCutljivost, specifiénost in ponovljivost.

Kat. §t. Opis izdelka Cilj Specific- Ob¢utlji- Specifi¢-  Obé&utljivost
nost znot-  vost znot- nost med med testi
raj testa raj testa testi
Kristalno ]
HT901 vijoliéna Grii’crﬁ’gz" 30d3 3od3 30d3 3od3
raztopina
Gramnega-
tivno 30d3 3o0d3 30d3 30d3
Raztopina joda -
HT902  za barvanje Grati”\jﬁgz' 30d3 30d3 30d3 30d3
po Gramu
Gramnega-
tivno 3o0d3 3od3 3o0d3 3od3
Raztopina za Grampozi-
HT903 razbarvanje tivno 30d3 30d3 30d3 30d3
Gramnega-
tivno 3o0d3 3od3 3o0d3 3od3
Raztopina Grampozi-
HT904 safranina O tivno 30d3 30d3 30d3 30d3
Gramnega-
tivno 3o0d3 3od3 3o0d3 3od3
Raztopina .
HT3028 tartrazina Ozadje 30d3 30d3 30d3 30d3

Opozorila in nevarnosti

Vse posodobljene informacije o tveganju, nevarnosti ali varnosti najdete na varnostnem listu in
etiketi izdelka.

HT90A:

H314 Povzroca hude opekline koze in poskodbe oci.

H336 Lahko povzroci zaspanost ali omotico.

H411 Strupeno za vodne organizme, z dolgotrajnimi ucinki.

P261 Ne vdihavati prahu/dima/plina/meglice/hlapov/razprsila.

P271 Uporabljati le zunaj ali v dobro prezraevanem prostoru.

P273 Prepreciti spros¢anje v okolje.

P280 Nositi zasc¢itne rokavice/zascitno obleko/zascito za oci/zascito za obraz.

P303 + P361 + P353 PRI STIKU S KOZO (ali lasmi): Takoj sleci vsa kontaminirana oblacila.
KoZo izprati z vodo.

P305 + P351 + P338 PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut. Odstranite
kontaktne lece, Ce jih imate in Ce to lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem.
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H314 Povzroca hude opekline koze in poskodbe oci.

H411 Strupeno za vodne organizme, z dolgotrajnimi ucinki.

P273 Prepreciti sprosc¢anje v okolje.

P280 Nositi zascitne rokavice/zas¢itno obleko/zascito za oci/zas¢ito za obraz.

P303 + P361 + P353 PRI STIKU S KOZO (ali lasmi): Takoj sleci vsa kontaminirana oblacila.
KoZo izprati z vodo.

P304 + P340 + P310 PRI VDIHAVANJU: Prenesti osebo na svez zrak in jo pustiti v udobnem
polozaju, ki olajsa dihanje. Takoj pokli¢ite CENTER ZA ZASTRUPITVE/zdravnika.

P305 + P351 + P338 PRI STIKU Z OCMI: Previdno izpirati z vodo nekaj minut. Odstranite kontaktne
lece, Ce jih imate in e to lahko storite brez tezav. Nadaljujte z izpiranjem.

P363 Kontaminirana oblacila oprati pred ponovno uporabo.

Ce je med uporabo te naprave ali kot posledica njene uporabe pri$lo do resnega
incidenta, o tem obvestite proizvajalca in/ali njegovega pooblaséenega zastopnika
ter ustrezen drzavni organ.

Definicije simbolov
Simboli, kot so opredeljeni v standardu EN ISO 15223-1:2021

Proizvajalec -

Kataloska stevilka

Natancno preberite navodila

Koda serije
za uporabo
Pooblasceni zastopnik v Evropski C E Izjava Evropske unije o skladnosti
skupnosti/Evropski uniji (opredeljena v IVDR 2017/746)

m Medicinski diagnosti¢ni pripomocek

Rok uporabe in vitro

Datum izdelave Uvoznik

- [vo]
,H’ Temperaturna omejitev A Pozor
1 ®

E Oznacuje pooblas¢enega zastopnika

Vv Svici
Reference
1. Hucker GJ, Conn HJ: Further studies on the methods of Gram staining. NY Agric Exp Stn Tech Bull
No. 128, 1927

2. Histopathological Technic and Practical Histochemistry, 3rd ed., RD Lillie, Editor. McGraw-Hill,
New York, 1965, pp 565-567

3. Theory and Practice of Histotechnology, 2nd Edition, Sheehan DC and Hrapchak BB, Battelle Press,
Columbus (OH), 1980 p 234

Kontaktni podatki

Ce zelite oddati narocilo, obis¢ite nade spletno mesto SigmaAldrich.com. Ce Zelite tehni¢no pomo¢,
obis¢ite stran tehni¢nega servisa na nasem spletnem mestu SigmaAldrich.com/techservice.

Zgodovina revizij

Rev. 3.0 2014
Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2023

Preneseno v novo predlogo s trenutno blagovno znamko. Navedeno za poklicno
uporabo v okviru predvidene uporabe in previdnostnih ukrepov. Revidiran je namen
uporabe za uskladitev s smernicami IVDR. Posodobljen je varnostni list materiala v
varnostni list. Posodobljeni so kontaktni podatki. Odstranjeno je navodilo, da je treba
pri zbiranju vzorcev upostevati standard CLSI. Odstranjen je standard EN 980 in za
simbole spremenjen v standard EN ISO 15223-1:2021. Odstranjena je ukinjena kat.
St. G3045 iz razdelka »Posebni materiali, ki so potrebni, vendar niso prilozeni«. Dodani
so kontaktni podatki v primeru nezelenih dogodkov. Dodana so opozorila in nevarnosti.
Dodane so bile informacije o zastopniku v Svici.

Sigma-Aldrich, Inc.,

u 3050 Spruce Street,
St. Louis, MO 63103 USA
an affiliate of Merck KGaA,

Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

MDSS CH GmbH
Laurenzenvorstadt 61
5000 Aarau

Switzerland

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Merck KGaA,
64271
Darmstadt,
Germany

Zacletna ¢rka M in Sigma-Aldrich sta blagovni znamki druzbe Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija ali njenih
pridruzenih druzb. Vse druge blagovne znamke so last posameznih lastnikov. Podrobne informacije o blagovnih

znamkah so na voljo v javno dostopnih virih.
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