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POUéITÕ
Reagencie grambarviva Sigma-Aldrich jsou urËenÈ pro pouûitÌ p¯i zobrazov·nÌ

grampozitivnÌch a gramnegativnÌch organizm˘ ve filmech a tk·nÌch. Reagencie
grambarviva jsou urËeny k ìdiagnostice in vitro.î

Grambarvivo se pouûÌv· ke klinickÈmu zobrazenÌ dvou odliön˝ch skupin
mikroorganizm˘. Organizmy, kterÈ uchov·vajÌ z·kladnÌ barvivo (krystalov· violet) se naz˝vajÌ
grampozitivnÌ. Organizmy, kterÈ ztratÌ z·kladnÌ barvivo bÏhem odbarvov·nÌ se naz˝vajÌ
gramnegativnÌ. Mechanizmus, kter˝m si grampozitivnÌ organizmy uchov·vajÌ z·kladnÌ
barvivo nenÌ zn·m, ale chemie a struktura bunÏËn˝ch stÏn je zcela urËitÏ do procesu
zapojena.

Byla popsan· ¯ada modifikacÌ p˘vodnÌ Gram metody.1 Postup spoleËnosti 
Sigma-Aldrich je zaloûen na pr·ci Huckera a Conna2, pouûÌv· roztok krystalovÈ violeti
a amonnÈho oxal·tu, kter˝ je uûiteËn˝ p¯i diferenciaci a je pomÏrnÏ stabilnÌ.

REAGENCIE

ROZTOK KRYSTALOV… VIOLETI, katalogovÈ Ë. HT90-1
Certifikovan· krystalov· violet, 2,3 %, amonn˝ oxal·t, 0,1 % a 20 % ethylalkohol, SD3A.

ROZTOK GRAMOVA J”DU, katalogovÈ Ë. HT90-2
jÛd, 0,33 % a jodid draseln˝, 0,66 %.

ROZTOK ODBARVOVA»E, katalogovÈ Ë. HT90-3
Pot¯ebnÈ pouze pro filmy.
Isopropylalkohol, 75 % a aceton, 25 %.

ROZTOK SAFRANINU, katalogovÈ Ë. HT90-4
Certifikovan˝ safranin 0,6 % v 20 % ethylalkoholu, SD3A.

ROZTOK TARTRAZINU, katalogovÈ Ë. HT30-2-8
Pot¯ebnÈ pouze pro tk·nÏ.
Tartrazin, 0,25 % a kyselina octov·, 0,25 %.

ULOéENÕ A STABILITA:
Skladujte reagencie p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C). ätÌtek reagencie uv·dÌ datum

pouûitelnosti. PouûÌt jednou a znehodnotit.

PÿÕPRAVA:
Reagencie jsou dod·v·na p¯ipraven· k okamûitÈmu pouûitÌ.

BEZPE»NOSTNÕ OPATÿENÕ:
Je t¯eba dodrûovat bÏûn· bezpeËnostnÌ opat¯enÌ p¯i manipulaci s laboratornÌmi

reagenciemi. Odpad likvidujte v souladu se vöemi mÌstnÌmi, st·tnÌmi a oblastnÌmi p¯edpisy.
Viz BezpeËnostnÌ list k materi·lu, kter˝ uv·dÌ aktu·lnÌ informace o riziku, nebezpeËÌ
a bezpeËnosti.

Gramova kontrolnÌ sklÌËka TISSUE-TROL jsou parafinovÈ zvÌ¯ecÌ tk·nÏ obsahujÌcÌ
gramnegativnÌ a grampozitivnÌ bakterie a je t¯eba s nimi zach·zet jako s potencion·lnÏ
infekËnÌmi.

US prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti
Roztok krystalovÈ violeti je VZNÃTLIV› a DR¡éDIV›. Dr·ûdÌ d˝chacÌ systÈm

a pokoûku. Riziko v·ûnÈho poökozenÌ oËÌ. OmezenÈ d˘kazy o karcinogennÌm vlivu.
äkodliv˝ pro vodnÌ organismy, m˘ûe zp˘sobit dlouhodobÈ negativnÌ dopady ve vodnÌm
prost¯edÌ. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima,
ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ
ochrannÈ odÏvy, rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ. ZabraÚte ˙niku do ûivotnÌho prost¯edÌ.
Viz speci·lnÌ instrukce / bezpeËnostnÌ listy.

Roztok jÛdu Grama UpozornÏnÌ: L·tka jeötÏ nebyla zcela otestovan·.
OdbarvovacÌ roztok je HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Vysoce ho¯lav˝. Dr·ûdÌ d˝chacÌ

systÈm a pokoûku. Riziko v·ûnÈho poökozenÌ oËÌ. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz
kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte
lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy. Udrûujte dob¯e uzav¯enou n·dobu
na dob¯e vÏtranÈm mÌstÏ.

Alkoholov˝ roztok safraninu je HOÿLAV› A äKODLIV›. äkodlivÈ p¯i vdechnutÌ,
v kontaktu s pokoûkou a spolknutÌm. äkodliv˝: moûnÈ riziko ireverzibilnÌch vliv˘
vdechnutÌm, v kontaktu s pokoûkou a poûitÌm. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ systÈm a pokoûku.
ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ obleËenÌ
a rukavice. V p¯ÌpadÏ nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou
sluûbu (pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek).

ReagenËnÌ alkohol je HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ systÈm a pokoûku.
N·dobu uchov·vejte tÏsnÏ uzav¯enou. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ.
V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou
pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy. ZasaûenÈ org·ny: Nervy a j·tra.

Xylen je HOÿLAV› a äKODLIV›. MoûnÈ riziko poruch plodnosti. M˘ûe poökodit
nenarozenÈ dÌtÏ. äkodliv˝ je vdechnutÌm a v kontaktu s pokoûkou. Dr·ûdÌ d˝chacÌ systÈm
a pokoûku. Riziko v·ûnÈho poökozenÌ oËÌ. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ.
V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou
pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy, rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ. V p¯ÌpadÏ
nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno,
ukaûte tento ötÌtek).

GRAMBARVIVA
ACCUSTAINÆ

(Postup Ë. HT90)

Aceton je HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Dr·ûdÌ oËi. Opakovan· expozice m˘ûe zp˘sobit
vysuöenÌ a prask·nÌ pokoûky. V˝pary mohou zp˘sobit otupÏlost a z·vratÏ. Udrûujte
n·dobu na dob¯e vÏtranÈm mÌstÏ. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ.
V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou
pomoc. ZasaûenÈ org·ny: J·tra a ledviny.

EU Prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti (UpozornÏnÌ: L·tka jeötÏ nebyla zcela otestovan·)
Roztok krystalovÈ violeti je äKODLIV›. Ho¯lav˝. OmezenÈ d˘kazy o karcinogennÌm

vlivu.. äkodliv˝ pro vodnÌ organismy, m˘ûe zp˘sobit dlouhodobÈ negativnÌ dopady
ve vodnÌm prost¯edÌ. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. PouûÌvejte vhodnÈ
ochrannÈ obleËenÌ a rukavice. ZabraÚte ˙niku do ûivotnÌho prost¯edÌ. Viz speci·lnÌ
instrukce / bezpeËnostnÌ listy.

Roztok jÛdu Grama UpozornÏnÌ: L·tka jeötÏ nebyla zcela otestovan·.
OdbarvovacÌ roztok je HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Vysoce ho¯lav˝. Dr·ûdÌ d˝chacÌ

systÈm a pokoûku. Riziko v·ûnÈho poökozenÌ oËÌ. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz
kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte
lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy.

Roztok safraninu O je HOÿLAV›. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ.
ReagenËnÌ alkohol je VYSOCE HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Vysoce ho¯lav˝. Dr·ûdÌ oËi,

d˝chacÌ systÈm a pokoûku. N·dobu uchov·vejte tÏsnÏ uzav¯enou. ChraÚte p¯ed zdrojem
zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm
vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy.

Xylen je äKODLIV›. Ho¯lav˝. äkodliv˝ je vdechnutÌm a v kontaktu s pokoûkou. Dr·ûdÌ
oËi. Zamezte kontaktu s oËima.

Aceton je VYSOCE HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Vysoce ho¯lav˝. Dr·ûdÌ oËi. Opakovan·
expozice m˘ûe zp˘sobit vysuöenÌ a prask·nÌ pokoûky. V˝pary mohou zp˘sobit otupÏlost
a z·vratÏ. Udrûujte n·dobu na dob¯e vÏtranÈm mÌstÏ. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ 
ñ z·kaz kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody 
a vyhledejte lÈka¯skou pomoc.

POSTUP

ODBÃR VZORKŸ:
DoporuËuje se prov·dÏt odbÏr vzork˘ v souladu s dokumentem M29-A2 smÏrnice

NCCLS. é·dn· zn·m· zkuöebnÌ metoda nem˘ûe nabÌdnout ˙plnÈ zajiötÏnÌ, ûe krevnÌ
vzorky nebo tk·Ú nebudou p¯en·öet infekci. Proto vöechny krevnÌ deriv·ty nebo tk·ÚovÈ
vzorky by mÏly b˝t povaûov·ny za potenci·lnÏ infekËnÌ.

Filmy: JakÈkoli dob¯e p¯ipravenÈ, horkem upravenÈ filmy jsou vhodnÈ. Tlouöùka film˘
ovlivÚuje Ëas pot¯ebn˝ k odbarvenÌ.

Tk·Ú: JakÈkoli dob¯e fixovanÈ parafÌnovÈ ¯ezy na¯ezanÈ na tlouöùku 5 mikron˘.

POTÿEBN… SPECI¡LNÕ MATERI¡LY, KTER… NEJSOU SOU»¡STÕ DOD¡VKY:
Do kaûdÈho cyklu musÌ b˝t za¯azena sklÌËka s pozitivnÌ kontrolou
ALKOHOL, ABSOLUTNÕ
ACETON, STUPE“ ACS
XYLEN
Mikroskop

POZN¡MKY:
Je t¯eba d·vat pozor, aby sklÌËka nebyla p¯Ìliö odbarvena odbarvovacÌm roztokem.

Dokonce i grampozitivnÌ organizmy ztratÌ barevnost a zobrazÌ se ËervenÏ, jestliûe
je odbarvovacÌ roztok ponech·n na sklech p¯Ìliö dlouhou dobu.4

⁄daje zÌskanÈ z tohoto postupu slouûÌ pouze jako diagnostick· pom˘cka a mÏly 
by se provÏ¯it ve spojenÌ s jin˝mi klinick˝mi diagnostick˝mi testy nebo informacemi.

POSTUP:
POSTUP PRO FILMY:

1. Zavlaûte film roztokem krystalovÈ violeti, katalogovÈ Ë. HT90-1, na 1 minutu.
2. Opl·chnÏte ¯·dnÏ v deionizovanÈ vodÏ
3. Zavlaûte film roztokem Gramova jÛdu, katalogovÈ Ë. HT90-2, na 1 minutu.
4. Opl·chnÏte ¯·dnÏ v deionizovanÈ vodÏ
5. Zavlaûte odbarvovacÌm roztokem, katalogovÈ Ë. HT90-3, na aû 10 sekund

aû se barva p¯estane odbarvovat.
6. Opl·chnÏte ¯·dnÏ v deionizovanÈ vodÏ
7. Zavlaûte film roztokem safraninu, katalogovÈ Ë. HT90-4, na 1 minutu.
8. Opl·chnÏte ¯·dnÏ v deionizovanÈ vodÏ
9. Nechat oschnout na vzduchu a mikroskopicky sklÌËka vyhodnotit.

POSTUP PRO TK¡“:3

1. OdstraÚte parafin a hydratujte ¯ezy deionizovanou vodou.
2. Vloûte sklÌËka do stojanu na barvenÌ a pokryjte ¯ezy roztokem krystalovÈ violeti,

katalogovÈ Ë. HT90-1, na 1 minutu.
3. OdstraÚte roztok krystalovÈ violeti a opl·chnÏte ¯·dnÏ v deionizovanÈ vodÏ.
4. Zavlaûte film mo¯ÌcÌm roztokem Gramova jÛdu, katalogovÈ Ë. HT90-2, na

5 minut.
5. Propl·chnÏte v deionizovanÈ vodÏ a vysajte do sucha.
6. ProveÔte diferenciaci v absolutnÌm alkoholu nebo acetonu.
7. Opl·chnÏte v deionizovanÈ vodÏ
8. Pokryjte sklÌËka roztokem safraninu O, katalogovÈ Ë. HT90-4, na 30ñ60 sekund.
9. Propl·chnÏte v deionizovanÈ vodÏ a vysajte do sucha.
10. Pokryjte ¯ezy roztokem tartrazinu, katalogovÈ Ë. HT30-2, na 5ñ10 sekund.
11. Vysajte p¯ebyteËnÈ barvivo.
12. Propl·chnÏte ve 2 vymÏnÏn˝ch l·znÌch absolutnÌho alkoholu.
13. VyËistÏte v xylenu a namontujte.



CHARAKTERISTIKY ⁄»INNOSTI
GrampozitivmÌ organizmy ó NachovÈ

GramnegativnÌ organizmy ó »ervenÈ 

Pokud se zjiötÏnÈ v˝sledky liöÌ od oËek·van˝ch, kontaktujte prosÌm technickÈ sluûby
spoleËnosti Sigma-Aldrich za ˙Ëelem konzultace.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, ûe jejÌ produkty se shodujÌ s informacemi obsaûen˝mi v tÈto
a jin˝ch publikacÌch Sigma-Aldrich. KupujÌcÌ musÌ stanovit vhodnost produktu(˘) pro danÈ
pouûitÌ. Mohou platit dodateËnÈ podmÌnky. Viz zadnÌ strana faktury nebo ˙trûek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnÌm podmÌnk·m.
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SIGMA-ALDRICH, INC.
3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765

TechnickÈ sluûby: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-3122 SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
nebo e-mailujte na clintech@sial.com P.O. 1120, 89552 Steinheim, NÏmecko 49-7329-970

Objedn·vky: 800-325-3010 nebo volejte na 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com

   

AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
Egham, TW20 9BD Velk· Brit·nie
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