ACCUSTAIN®
GRAMFARG

(Procedurnummer HT90)

SIGMA-ALDRICH’

AVSEDD ANVANDNING

Sigma-Aldrich gramférgsreagenser &r avsedda fér anvandning vid beskrivning av
grampositiva och grampositiva organismer i filmer och vévnad. Gramférgsreagenser ar
avsedda for “in vitro-diagnostik”.

Gramférg anvands kliniskt for att beskriva tva olika grupper av mikroorganismer. De
mikroorganismer som bibehaller ursprunglig farg (kristallviolett) kallas grampositiva. De
mikroorganismer som férlorar sin ursprungliga farg under ett avfargningssteg kallas gram-
negativa. De mekanismer, varigenom grampositiva organismer bibehaller sin ursprungliga
férg, &r okénda, &ven om cellvdggarnas kemi och struktur utan tvivel &r inblandade.

Talrika modifikationer av den ursprungliga grammetoden' har beskrivits. Sigma-
Aldrich-proceduren ar baserad p& Huckers och Conns arbete,? som anvander en
kristallviolett-ammoniumoxalatlésning som bistar vid differentiering och &r mycket stabil.

REAGENSER

KRISTALLVIOLETTLOSNING, katalognummer HT90-1
Certifierad kristallviolett, 2,3 %, ammoniumoxalat, 0,1 %, och 20 % etylalkohol, SD3A.

GRAMS JODLOSNING, katalognummer HT90-2
Jod, 0,33 % och kaliumjodid, 0,66 %.

AVFARGNINGSLOSNING, katalognummer HT90-3
Kréavs endast for filmer.
Isopropylalkohol, 75 %, och aceton, 25 %.

SAFRANIN O-LOSNING, katalognummer HT90-4
Certifierat safranin 0,6 % i 20 % etylalkohol, SD3A.

TARTRAZINLOSNING, katalognummer HT30-2-8
Krévs endast for vavnad.
Tartrazin, 0,25 %, och é&ttiksyra, 0,25 %.

FORVARING OCH STABILITET:
Forvara i rumstemperatur (18—-26 °C). Reagensens etikett visar utgangsdatum. Anvand
en gang och kasta.

BEREDNING:
Alla reagenser &r bruksfardiga.

FORSIKTIGHETSATGARDER:

Normala férsiktighetsatgérder vid hantering av laboratoriereagenser ska iakitas.
Kassera avfall enligt lokala lagar och bestdmmelser. Se Faktablad om materialsékerhet for
uppdaterad information om risker, faror eller sékerhet.

Gramfarg-VAVNAD — TROL-kontrollobjektglas &r paraffininbaddad djurvavnad
som innehaller gramnegativa och grampositiva bakterier och som ska betraktas som
potentiellt smittsamma.

Amerikanska risk- och sékerhetsbestammelser

Kristallviolettidsning ar BRANNBAR och IRRITERANDE. Irriterar 6gon, andningsorgan
och hud. Risk for svara 6gonskador. Misstéanks kunna ge cancer. Skadligt for vattenorganismer,
kan ha langvariga biverkningar i vattenmiljén. Forvaras atskilt fran antandningskallor — rékning
férbjuden. Vid kontakt med 6gon, spola genast med mycket vatten och kontakta lakare. Anvand
ldampliga skyddsklader, skyddshandskar och skyddsglaségon eller ansiktsskydd. Undvik
utslapp till miljén. Las sérskilda instruktioner/varuinformationsblad.

Grams jodldsning Forsiktighet: Substansen é&r inte fullstandigt testad annu.

Avférgningslésning & BRANDFARLIG och IRRITERANDE. Mycket brandfarligt.
Irriterar 6gon, andningsorgan och hud. Risk fér svara égonskador. Forvaras atskilt fran
anténdningskallor — rékning férbjuden. Vid kontakt med 6gon, spola genast med mycket
vatten och kontakta lakare. Anvénd lampliga skyddsklader. Férvaras vél forsluten och pa val
ventilerad plats.

Safranin O-16sning ar BRANDFARLIG och FARLIG. Skadlig vid inandning, hudkontakt
och fortaring. Farligt: mojlig risk for bestdende hélsoskador vid inandning, hudkontakt och
fortaring. Irriterar 6gon, andningsorgan och hud. Forvaras atskilt fran antandningskallor —
rokning forbjuden. Anvand lampliga skyddsklader och skyddshandskar. Vid olycksfall,
illaméende eller annan paverkan, kontakta omedelbart lakare. Visa om mojligt etiketten.

Reagensalkohol &r BRANDFARLIGT och IRRITERANDE. Irriterar 6gon, andningsorgan
och hud. Forpackningen férvaras vél tillsluten. Férvaras atskilt fran antdndningskéallor —
rokning forbjuden. Vid kontakt med égon, spola genast med mycket vatten och kontakta
lakare. Anvand lampliga skyddsklader. Malorgan: nerver och lever.

Xylen ar BRANDFARLIGT och FARLIGT. Méjlig risk for nedsatt fortplantningsférmaga.
Kan ge fosterskador. Farligt vid inandning och hudkontakt. Irriterar 6gon, andningsorgan
och hud. Risk fér svara 8gonskador. Férvaras atskilt fran ant&ndningskallor — rékning
férbjuden. Vid kontakt med &gon, spola genast med mycket vatten och kontakta l&kare.
Anvénd l&mpliga skyddsklader, skyddshandskar och skyddsglaségon eller ansiktsskydd.
Vid olycksfall, illam&ende eller annan paverkan, kontakta omedelbart lakare. Visa om
mojligt etiketten.

Aceton ar BRANDFARLIGT och IRRITERANDE. Irriterar 6gonen. Upprepad
exponering kan orsaka torr hud eller hudsprickor. Angor kan gora att man blir dasig och
omtdcknad. Forpackningen férvaras pa val ventilerad plats. Forvaras atskilt fran
antandningskéllor — rékning férbjuden. Vid kontakt med égon, spola genast med mycket
vatten och kontakta lakare. Malorgan: lever och njurar.
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Risk- och sakerhetsbestdmmelser enligt EU (Forsiktighet: Substanserna ar inte
fullstandigt testade &nnu)

Kristallviolettlésning &r FARLIG. Brandfarligt. Missténks kunna ge cancer. Skadligt for
vattenorganismer, kan ha langvariga biverkningar i vattenmiljon. Férvaras atskilt fran
anténdningskallor — rékning férbjuden. Anvéand lampliga skyddsklader och skyddshandskar.
Undvik utslapp till miljén. L&s sarskilda instruktioner/varuinformationsblad.

Grams jodl6sning Forsiktighet: Substansen &r inte fullstdndigt testad &nnu.

Avférgningslésning & BRANDFARLIG och IRRITERANDE. Mycket brandfarligt.
Irriterar 6gon, andningsorgan och hud. Risk for svara 6gonskador. Forvaras atskilt fran
anténdningskallor — rékning férbjuden. Vid kontakt med 6gon, spola genast med mycket
vatten och kontakta l&kare. Anvénd lampliga skyddsklader.

Safranin O-l6sning ar BRANDFARLIG. Férvaras atskilt fran antandningskallor —
rokning forbjuden.

Reagensalkohol &r MYCKET BRANDFARLIGT och IRRITERANDE. Mycket
brandfarligt. Irriterar 6gon, andningsorgan och hud. Férpackningen férvaras val tillsluten.
Férvaras atskilt fran antdndningskallor — rékning forbjuden. Vid kontakt med 6gon, spola
genast med mycket vatten och kontakta lakare. Anvénd lampliga skyddsklader.

Xylen ar FARLIGT. Brandfarligt. Farligt vid inandning och hudkontakt. Irriterar huden.
Undvik kontakt med égonen.

Aceton & MYCKET BRANDFARLIGT och IRRITERANDE. Mycket brandfarligt. Irriterar
6gonen. Upprepad exponering kan orsaka torr hud eller hudsprickor. Angor kan gora att
man blir dasig och omtdcknad. Férpackningen forvaras pa vél ventilerad plats. Forvaras
atskilt fran antandningskallor — rékning férbjuden. Vid kontakt med égon, spola genast med
mycket vatten och kontakta lakare.

PROCEDUR

PROVTAGNING:

Provtagningen bor utféras i enlighet med NCCLS dokument M29-A2. Ingen kénd
testmetod ger fullstdndig garanti for att blodprov eller vévnad inte éverfor infektion. Alla
blodderivat eller vavnadsprov bér darfér anses vara potentiellt smittsamma.

Filmer: Alla vélpreparerade, varmefixerade filmer &r acceptabla. Filmens tjocklek
kommer att paverka den tid som krévs for avfargning.

Vavnad: Alla vélfixerade, paraffininbadddade vavnader, som skurits till 5 mikroner.

SPECIELLA MATERIAL SOM BEHOVS, MEN INTE MEDFOLJER:
Positiva kontrollobjektglas bér inkluderas i varje kdrning.

ALKOHOL, REN

ACETON, ACS-KVALITET

XYLEN

Mikroskop

ANMARKNINGAR:

Overavfirga inte objektglasen med avférgningslésningen. Aven grampositiva
organismer blir fargldsa och verkar réda om avfargningslésningen l1&mnas pa objektglaset
for lange.*

Data som erhallits fran denna procedur tjdnar endast som ett hjalpmedel vid diagnos
och bér granskas tillsammans med andra kliniska, diagnostiska tester eller information.

PROCEDUR:
PROCEDUR FOR FILMER:

1. Drank in filmen i kristallviolettldsning, katalognummer HT90-1, i 1 minut.
Skolj noga i avjoniserat vatten.
Drank in filmen i Grams jodidsning, katalognummer HT90-2, i 1 minut.
Skélj noga i avjoniserat vatten.
Drank i avfargningslésning, katalognummer HT90-3, i upp till 10 sekunder tills fargen
slutar att rinna bort.
Skolj noga i avjoniserat vatten.
Drank in filmen i Safranin O-ldsning, katalognummer HT90-4, i 1 minut.
Skolj noga i avjoniserat vatten.
Lufttorka filmen och undersék i mikroskop.

PROCEDUR FOR VAVNAD:*

1. Avparaffinera snitten och hydratisera till avjoniserat vatten.

2. Placera objektglasen pa fargningsstall och tack snitten med kristallviolettldsning,
katalognummer HT90-1, i 1 minut.
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3. Hall bort kristallviolettiésning och skélj noga i avjoniserat vatten.

4. Beta i Grams jodl6sning, katalognummer HT90-2, i 5 minuter.

5. Skolj i avjoniserat vatten och torka snitten forsiktigt med pappershandduk.

6. Differentiera i ren alkohol eller aceton.

7. Skolj i avjoniserat vatten.

8. Tack objektglasen med Safranin O-lésning, katalognummer HT90-4, i

30-60 sekunder.

9. Skélj i avjoniserat vatten och torka snitten forsiktigt med pappershandduk.
10. Tack snitten med tartrazinldsning, katalognummer HT30-2 i 5-10 sekunder.
11. Sug upp 6verflodig farg med pappershandduk.

12. Skélj i 2 byten ren alkohol.
13. Rena i xylen och montera.

PRESTANDAEGENSKAPER

Grampositiva organismer — lila

Gramnegativa organismer — réda

Om observerade resultat skiljer sig fran forvantade resultat, kontakta Sigma-Aldrich
tekniska service for assistans.
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Sigma-Aldrich, Inc. garanterar att deras produkter dverensstdmmer med informationen i
denna och andra Sigma-Aldrich-publikationer. Kunden maste avgoéra produktens(ernas)
l&mplighet for deras speciella anvandning. Ytterligare villkor kan gélla. Se baksidan av
fakturan eller packsedeln for ytterligare forséljningsvillkor.
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