ACCUSTAIN®
GRAM-FARVESTOF
(Procedure nr. HT90)

SIGMA-ALDRICH’

TILSIGTET ANVENDELSE

Sigma-Aldrichs Gram-farvereagenser er beregnet til brug ved afbildning af Gram-
positive og Gram-negative organismer i film og vaev. Gram-farvereagenser er til in vitro
diagnostisk brug.

Gram-farvestof anvendes til klinisk afbildning af to forskellige grupper
mikroorganismer. Den gruppe, der bevarer den primeere farve (krystalviolet), kaldes Gram-
positive. Den gruppe, der mister den primaere farve under et affarvningstrin, kaldes Gram-
negative. De mekanismer, der bevirker, at Gram-positive organismer bevarer den primaere
farve, kendes ikke, skant det er klart, at cellevaeggenes kemi og struktur er involveret.

Der er beskrevet utallige modificeringer af den originale Gram-metode’. Sigma-
Aldrichs procedure er baseret p& Hucker og Conns arbejde?, der anvender en krystalviolet
ammoniumoxalatoplesning, som bidrager til differentiering, og som er ret stabil.

REAGENSER

KRYSTALVIOLETOPL@SNING, katalognr. HT90-1
Certificeret krystalviolet, 2,3 %, ammoniumoxalat, 0,1 %, og 20 % ethylalkohol, SD3A.

GRAMS JODOPL@SNING, katalognr. HT90-2
Jod, 0,33 %, og kaliumiodid, 0,66 %.
AFFARVNINGSOPL@SNING, katalognr. HT90-3
Kun pakraevet til film.

Isopropylalkohol, 75 %, og acetone, 25 %.

SAFRANIN O-OPL@SNING, katalognr. HT90-4
Certificeret safranin 0,6 % i 20 % ethylalkohol, SD3A.

TARTRAZINOPLOSNING, katalognr. HT30-2-8
Kun pakraevet til vaev.
Tartrazin, 0,25 %, og eddikesyre, 0,25 %.

OPBEVARING OG STABILITET:
Opbevares ved stuetemperatur (18-26 °C). Udlgbsdatoen fremgar af reagensetiketten.
Til engangsbrug. Skal kasseres efter brug.

KLARGQRING:
Alle reagenser er Klar til brug.

FORHOLDSREGLER:

De normale forholdsregler ved héndtering af laboratoriereagenser skal felges. Ved
kassering af affald skal alle lokale og nationale bestemmelser overholdes. Der henvises til
materialesikkerhedsdatabladet angaende opdaterede oplysninger om risici, fare eller
sikkerhed.

Gram Stain TISSUE - TROL kontrolobjektglas er paraffinindstebt animalsk vaev,
som indeholder gram negative og gram positive bakterier, og skal opfattes som
potentielt smittebaerende.

Amerikanske risiko- og sikkerhedserkleeringer

Krystalvioletoplesning er BRANDBAR og LOKALIRRITERENDE. Irriterer
andedraetsorganerne og huden. Risiko for alvorlig gjenskade. Begraenset dokumentation for
kreeftfremkaldende virkning. Skadelig for organismer, der lever i vand, kan forarsage
ugnskede langtidsvirkninger i vandmiljget. Holdes veek fra antzendelseskilder — rygning
forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt med masser af vand og
leegehjeelp seges. Baer passende beskyttelsesdragt, handsker og gjen-/ansigtsbeskyttelse.
Undga udslip til miljoet. Se de seerlige instruktions-/sikkerhedsdatablade.

Grams jodoplasning. Advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

Affarvningsoplesning er BRAENDBAR og LOKALIRRITERENDE. Meget brandfarlig.
Irriterer &ndedreetsorganerne og huden. Risiko for alvorlig gjenskade. Holdes vaek fra
anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt
med masser af vand og leegehjeelp soges. Baer passende beskyttelsesbeklzedning.
Emballagen skal holdes teet lukket og opbevares pa et godt ventileret sted.

Safranin O-oplesning er BRAENDBAR og SUNDHEDSSKADELIG. Farlig ved
indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse. Farlig: mulighed for varig skade for helbred
ved indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse. Irriterer gjnene, andedraetsorganerne og
huden. Holdes veaek fra antendelseskilder — rygning forbudt. Baer passende
beskyttelsesbekleedning og -handsker. Ved ulykkestilfelde eller ved ildebefindende er
omgaende lzegebehandling nedvendig (vis etiketten, hvis det er muligt).

Reagensalkohol er BRANDBAR og LOKALIRRITERENDE. Irriterer gjnene,
andedreetsorganerne og huden. Emballagen skal holdes teet lukket. Holdes veek fra
anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt
med masser af vand og leegehjeelp soges. Baer passende beskyttelsesbeklzedning.
Malorganer: nerver og lever.

Xylen er BRENDBAR og SUNDHEDSSKADELIG. Risiko for nedsat frugtbarhed. Kan
forarsage fosterskader. Farlig ved indanding og ved hudkontakt. Irriterer
andedreetsorganerne og huden. Risiko for alvorlig ejenskade. Holdes veek fra
anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt
med masser af vand og leegehjeelp seges. Beer passende beskyttelsesdragt, handsker og
ojen-/ansigtsbeskyttelse. Ved ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende er omgaende
leegebehandling nedvendig (vis etiketten, hvis det er muligt).
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Acetone er BRAENDBAR og LOKALIRRITERENDE. Irriterer gjnene. Gentagen kontakt
kan medfere udterring af eller revner i huden. Dampe kan forarsage slevhed og
svimmelhed. Emballagen skal opbevares pa et godt ventileret sted. Holdes veek fra
antaendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt
med masser af vand og leegehjeelp seges. Malorganer: lever og nyrer.

Risiko- og sikkerhedserkleeringer i EU (Advarsel: Stofferne er endnu ikke fuldt ud testet)

Krystalvioletoplesning er SUNDHEDSSKADELIG. Brandfarlig. Begraenset dokumentation
for kreeftfremkaldende virkning. Skadelig for organismer, der lever i vand, kan forarsage
uonskede langtidsvirkninger i vandmiljget. Holdes veek fra anteendelseskilder — rygning
forbudt. Beer passende beskyttelsesbeklaedning og -handsker. Undga udslip til miljoet. Se
de seerlige instruktions-/sikkerhedsdatablade.

Grams jodoplosning. Advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

Affarvningsoplgsning er BRAENDBAR og LOKALIRRITERENDE. Meget brandfarlig.
Irriterer &ndedreetsorganerne og huden. Risiko for alvorlig ejenskade. Holdes veek fra
anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt
med masser af vand og leegehjeelp seges. Baer passende beskyttelsesbeklaedning.

Safranin O-oplgsning er BRANDFARLIG. Holdes veek fra anteendelseskilder — rygning
forbudt.

Reagensalkohol er MEGET BRANDFARLIG og LOKALIRRITERENDE. Meget
brandfarlig. Irriterer gjnene, &ndedraetsorganerne og huden. Emballagen skal holdes teet
lukket. Holdes veek fra anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene
skylles straks grundigt med masser af vand og leegehjeelp soges. Beaer passende
beskyttelsesbeklzedning.

Xylen er SUNDHEDSSKADELIGT. Brandfarligt. Farligt ved indanding og ved
hudkontakt. Irriterer huden. Undgéa kontakt med gjnene.

Acetone er MEGET BRANDFARLIG og LOKALIRRITERENDE. Meget brandfarlig.
Irriterer gjnene. Gentagen kontakt kan medfore udterring af eller revner i huden. Dampe kan
forarsage slovhed og svimmelhed. Emballagen skal opbevares pa et godt ventileret sted.
Holdes veek fra antaendelseskilder — rygning forbudt. I tilfeelde af kontakt med gjnene skylles
straks grundigt med masser af vand og leegehjeelp seges.

PROCEDURE

PROVEINDSAMLING:

Det anbefales, at proveindsamling sker i henhold til NCCLS-dokumentet M29—A2. Der
er ingen kendt testmetode, som kan give fuldstaendig sikring af, at blodpraver eller veev ikke
overfarer infektion. Derfor skal alle blodderivater eller vaevsprover behandles som potentielt
infektigse.

Film: Alle vellavede, varmefikserede film er acceptable. Filmens tykkelse indvirker pa
den tid, der kreeves til affarvning.

Veev: Alle velfikserede paraffinindstebte veevssnit, der er skaret ved 5 mikron.

S/ARLIGE NODVENDIGE MATERIALER, DER IKKE MEDFGLGER:
Der ber inkluderes positive kontrolobjektglas i hver kersel

ALKOHOL, REN

ACETONE, ACS-KVALITET

XYLEN

Mikroskop

BEMARKNINGER:

Det skal omhyggeligt undgas, at objektglassene overaffarves med affarvnings-
oplesningen. Selv Gram-positive organismer bliver farvelose og ser rede ud, hvis
affarvningsoplesningen bliver siddende pa objektglasset i for lang tid.*

De data, som opnas via denne procedure, tiener kun som hjeelp til diagnosticering og
skal gennemses i forbindelse med andre kliniske diagnostiske tests eller oplysninger.

PROCEDURE:
PROCEDURE TIL FILM:

1. Heeld krystalvioletoplgsning, katalognr. HT90-1, over filmen i 1 minut.
Skyl grundigt i deioniseret vand.
Heeld Grams jodoplesning, katalognr. HT90-2, over filmen i 1 minut.
Skyl grundigt i deioniseret vand.
Heeld affarvningsoplesning, katalognr. HT90-3, over i op til 10 sekunder, til farven
holder op med at lgbe.
Skyl grundigt i deioniseret vand.
Heeld safranin O-oplasning, katalognr. HT90-4, over filmen i 1 minut.
Skyl grundigt i deioniseret vand.
9. Luftter filmen, og undersag den under mikroskop.

PROCEDURE TIL VAEV:®
1. Afparaffiner og hydrer vaevssnit til deioniseret vand.
2. Anbring objektglassene pad et farvningsstativ, og daek vaevssnittene med
krystalvioletoplgsning, katalognr. HT90-1, i 1 minut.
Heeld krystalvioletoplasningen af, og skyl grundigt i deioniseret vand.
Bejds i Grams jodoplesning, katalognr. HT90-2, i 5 minutter.
Skyl i deioniseret vand, og dup vaevssnittene torre.
Differentier i ren alkohol eller acetone.
Skyl i deioniseret vand.
Daek objektglassene med safranin O-oplgsning, katalognr. HT90-4, i 30-60 minutter.
Skyl i deioniseret vand, og dup vaevssnittene torre.
Daek veevssnittene med tartrazinoplesning, katalognr. HT30-2, i 5-10 sekunder.
Dup overskydende farvestof af.
Skyl i 2 hold ren alkohol.
Klar i xylen, og monter.
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RESULTATKARAKTERISTIKA

Gram-positive organismer — Lilla
Gram-negative organismer — Rade

Hvis de observerede resultater afviger fra de forventede, skal Sigma-Aldrich Technical
Service kontaktes angaende yderligere hjeelp.
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Sigma-Aldrich, Inc. garanterer, at dets produkter stemmer overens med de oplysninger,
som er indeholdt i denne og andre publikationer fra Sigma-Aldrich. Det pahviler keber at
fastlaegge produktets/produkternes egnethed til deres specifikke anvendelse. Yderligere
vilkar og betingelser kan veere geeldende. Se bagsiden af faktura eller pakkeseddel
angaende yderligere vilkar og salgsbetingelser.
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