GRAMBARVIVA
ACCUSTAIN®
(Postup €. HT90)

SIGMA-ALDRICH’

POUZITI

Reagencie grambarviva Sigma-Aldrich jsou urené pro pouziti pfi zobrazovani
grampozitivnich a gramnegativnich organizmt ve filmech a tkanich. Reagencie
grambarviva jsou ur¢eny k “diagnostice in vitro.”

Grambarvivo se pouzivd ke klinickému zobrazeni dvou odlinych skupin
mikroorganizm(. Organizmy, které uchovavaji zakladni barvivo (krystalova violet) se nazyvaji
grampozitivni. Organizmy, které ztrati zékladni barvivo béhem odbarvovani se nazyvajf
gramnegativni. Mechanizmus, kterym si grampozitivni organizmy uchovavaji zakladni
barvivo neni zndm, ale chemie a struktura bunécnych stén je zcela urcité do procesu
zapojena.

Byla popsana fada modifikaci plvodni Gram metody." Postup spole¢nosti
Sigma-Aldrich je zaloZzen na praci Huckera a Conna?, pouZiva roztok krystalové violeti
a amonného oxalatu, ktery je uziteCny pfi diferenciaci a je pomérné stabilni.

REAGENCIE

ROZTOK KRYSTALOVE VIOLETI, katalogové & HT90-1
Certifikovana krystalova violet, 2,3 %, amonny oxalat, 0,1 % a 20 % ethylalkohol, SD3A.

ROZTOK GRAMOVA JODU, katalogové . HT90-2
j6d, 0,33 % a jodid draselny, 0,66 %.

ROZTOK ODBARVOVACE, katalogové ¢. HT90-3
Potfebné pouze pro filmy.
Isopropylalkohol, 75 % a aceton, 25 %.

ROZTOK SAFRANINU, katalogové ¢. HT90-4
Certifikovany safranin 0,6 % v 20 % ethylalkoholu, SD3A.

ROZTOK TARTRAZINU, katalogové ¢. HT30-2-8
Potfebné pouze pro tkané.
Tartrazin, 0,25 % a kyselina octova, 0,25 %.

ULOZENI A STABILITA:

Skladujte reagencie pfi pokojové teploté (18-26 °C). Stitek reagencie uvadi datum

pouzitelnosti. Pouzit jednou a znehodnotit.
PRIPRAVA:

Reagencie jsou dodavana pripravena k okamzitému pouziti.
BEZPECNOSTNI OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat béznd bezpe€nostni opatfeni pfi manipulaci s laboratornimi
reagenciemi. Odpad likvidujte v souladu se vS§emi mistnimi, statnimi a oblastnimi predpisy.
Viz Bezpec€nostni list k materialu, ktery uvadi aktuéini informace o riziku, nebezpe¢i
a bezpecnosti.

Gramova kontrolni sklitka TISSUE-TROL jsou parafinové zvifeci tkané obsahuijici
gramnegativni a grampozitivni bakterie a je tfeba s nimi zachazet jako s potencionalné
infekénimi.

US prohlasent o rizicich a bezpe¢nosti

Roztok krystalové violeti je VZNETLIVY a DRAZDIVY. Drazdi dychaci systém
a pokozku. Riziko vazného poskozeni o¢i. Omezené dikazy o karcinogennim vlivu.
Skodlivy pro vodni organismy, mize zplsobit diouhodobé negativni dopady ve vodnim
prostfedi. Chrante pred zdrojem zapéleni - zakaz koufeni. V pfipadé kontaktu s o€ima,
ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné
ochranné odévy, rukavice a ochranu obliceje / o¢i. Zabrante Gniku do Zivotniho prostredi.
Viz specialni instrukce / bezpeénostni listy.

Roztok jodu Grama Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana.

Odbarvovaci roztok je HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hoflavy. Drazdi dychaci
systém a pokozku. Riziko vazného poskozeni o¢i. Chrarite pred zdrojem zapaleni - zakaz
koureni. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyijte velkym mnoZzstvim vody a vyhledejte
|ékar'skou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy. Udrzujte dobfe uzavienou nadobu
na dobre vétraném misté.

Alkoholovy roztok safraninu je HORLAVY A SKODLIVY. Skodlivé pii vdechnutf,
v kontaktu s pokozkou a spolknutim. Skodlivy: mozné riziko ireverzibilnich vlivi
vdechnutim, v kontaktu s pokozkou a pozitim. Drézdi o€i, dychaci systém a pokozku.
Chrarite pred zdrojem zapéaleni - zakaz koufeni. Pouzivejte vhodné ochranné obleceni
a rukavice. V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékarskou
sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).

Reagenéni alkohol je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazdi o&i, dychaci systém a pokozku.
Nadobu uchovaveijte tésné uzavfenou. Chrarte pfed zdrojem zapaleni - zakaz koufeni.
V pripadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledeijte Iékafskou
pomoc. PouZivejte vhodné ochranné odévy. Zasazené organy: Nervy a jatra.

Xylen je HORLAVY a SKODLIVY. Mozné riziko poruch plodnosti. Mtize poskodit
nenarozené dité. Skodlivy je vdechnutim a v kontaktu s pokozkou. Drazdi dychaci systém
a pokozku. Riziko vazného poskozeni o&i. Chrarite pfed zdrojem zapéleni - zékaz koufeni.
V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyijte velkym mnoZzstvim vody a vyhledejte Iékarskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obli¢eje / o¢i. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek).

Aceton je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazdi o&i. Opakovana expozice mize zpusobit
vysuSeni a praskani pokozky. Vypary mohou zpusobit otupélost a zavraté. Udrzujte
nédobu na dobfe vétraném misté. Chrante pred zdrojem zapaleni - zakaz koufen.
V piipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte Iékafskou
pomoc. Zasazené organy: Jatra a ledviny.

EU Prohla3eni o rizicich a bezpe€nosti (Upozornéni: Latka jeSté nebyla zcela otestovana)

Roztok krystalové violeti je SKODLIVY. Hotlavy. Omezené diikazy o karcinogennim
vlivu.. Skodlivy pro vodni organismy, mize zpusobit dlouhodobé negativni dopady
ve vodnim prostfedi. Chrante pfed zdrojem zapaleni - z&kaz koufeni. PouZivejte vhodné
ochranné oblegeni a rukavice. Zabrafite Gniku do Zivotniho prostfedi. Viz specialni
instrukce / bezpegnostni listy.

Roztok jodu Grama Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana.

Odbarvovaci roztok je HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hotlavy. Drazdi dychaci
systém a pokozku. Riziko vazného poskozeni o¢i. Chrarite pred zdrojem zapaleni - zékaz
koufent. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
|ékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Roztok safraninu O je HORLAVY. Chrafite pred zdrojem zapaleni - zakaz koufen.

Reagenéni alkohol je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hotlavy. Drazdi ogi,
dychaci systém a pokozku. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Chrarite pred zdrojem
zapaleni - zakaz koufeni. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte Iékai'skou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Xylen je SKODLIVY. Hoflavy. Skodlivy je vdechnutim a v kontaktu s pokozkou. Drazdi
oci. Zamezte kontaktu s o¢ima.

Aceton je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hotlavy. Drazdi o¢i. Opakovana
expozice muze zpusobit vysuseni a praskani pokozky. Vypary mohou zpusobit otupélost
a zavraté. Udrzujte nadobu na dobfe vétraném misté. Chrante pred zdrojem zapaleni
- zékaz koureni. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyijte velkym mnoZstvim vody
a vyhledejte Iékafskou pomoc.

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporucuje se provadét odbér vzorkl v souladu s dokumentem M29-A2 smérnice
NCCLS. Zadna znaméa zkugebni metoda nem(ize nabidnout Gplné zajigténi, ze krevni
vzorky nebo tkan nebudou prenaset infekci. Proto vSechny krevni derivaty nebo tkanové
vzorky by mély byt povazovany za potencialné infekeni.

Filmy: Jakékoli dobre pfipravené, horkem upravené filmy jsou vhodné. Tloustka filmG
ovliviiuje as potfebny k odbarveni.

Tkan: Jakékoli dobre fixované parafinové fezy nafezané na tloustku 5 mikronG.

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY:
Do kazdého cyklu musi byt zafazena sklicka s pozitivni kontrolou

ALKOHOL, ABSOLUTNI

ACETON, STUPEN ACS

XYLEN

Mikroskop

POZNAMKY:

Je tfeba davat pozor, aby sklicka nebyla pfili§ odbarvena odbarvovacim roztokem.
Dokonce i grampozitivni organizmy ztrati barevnost a zobrazi se Cervené, jestlize
je odbarvovaci roztok ponechan na sklech prili§ dlouhou dobu.*

Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako diagnostickd pomiicka a mély
by se provéfit ve spojeni s jinymi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.
POSTUP:

POSTUP PRO FILMY:

1. Zavlazte film roztokem krystalové violeti, katalogové ¢. HT90-1, na 1 minutu.
Oplachnéte fadné v deionizované vodé
Zavlazte film roztokem Gramova jodu, katalogové ¢. HT90-2, na 1 minutu.
Oplachnéte radné v deionizované vodé
Zavlazte odbarvovacim roztokem, katalogové ¢. HT90-3, na az 10 sekund
az se barva prestane odbarvovat.
Opléachnéte radné v deionizované vodé
Zavlazte film roztokem safraninu, katalogové ¢. HT90-4, na 1 minutu.
Opléachnéte fadné v deionizované vodé
Nechat oschnout na vzduchu a mikroskopicky sklitka vyhodnotit.

POSTUP PRO TKAN:
1. Odstrante parafin a hydratujte fezy deionizovanou vodou.
2. Vlozte sklicka do stojanu na barveni a pokryjte fezy roztokem krystalové violeti,
katalogové ¢. HT90-1, na 1 minutu.
3. Odstrarite roztok krystalové violeti a oplachnéte radné v deionizované vodé.
4. Zavlazte film moficim roztokem Gramova jodu, katalogové ¢. HT90-2, na
5 minut.
5. Proplachnéte v deionizované vodé a vysajte do sucha.
6.  Provedte diferenciaci v absolutnim alkoholu nebo acetonu.
7.  Oplachnéte v deionizované vode
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Pokryjte sklitka roztokem safraninu O, katalogové ¢. HT90-4, na 30-60 sekund.
. Proplachnéte v deionizované vodé a vysajte do sucha.
10. Pokryjte fezy roztokem tartrazinu, katalogové ¢. HT30-2, na 5-10 sekund.
11.  Vysajte prebytetné barvivo.
12.  Proplachnéte ve 2 vyménénych laznich absolutniho alkoholu.
13.  Vycistéte v xylenu a namontuijte.



CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Grampozitivmi organizmy — Nachové
Gramnegativni organizmy — Cervené

Pokud se zjisténé vysledky liSi od ocekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby
spole¢nosti Sigma-Aldrich za t€elem konzultace.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuije, ze jeji produkty se shoduji s informacemi obsazenymi v této
a jinych publikacich Sigma-Aldrich. Kupujici musi stanovit vhodnost produktu(t) pro dané
pouziti. Mohou platit dodate¢né podminky. Viz zadnf strana faktury nebo Gtrzek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnim podminkam.

Postup €. HT90
Pfedchozi revize: 2003-09
Revidovano: 2005-01

AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
c E E Egham, TW20 9BD Velk4 Britanie

SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765
Technické sluzby: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-3122
nebo e-mailujte na clintech@sial.com
Objednavky: 800-325-3010 nebo volejte na 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com
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SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
P.O. 1120, 89552 Steinheim, Némecko 49-7329-970
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