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DESCRIZIONE

GRAM COLOR KIT & un kit per per la colorazione dei microrganismi, che
ne permette la differenziazione in due categorie: Gram-positivi (Gram+) che
si colorano in blu e Gram-negativi (Gram-), che si colorano in rosso. Tale
colorazione costituisce, insieme con I'osservazione diretta della morfologia
cellulare, il primo livello di classificazione tassonomica dei procarioti.

CONTENUTO DELLE CONFEZIONI
| reagenti sono contenuti in flaconi di plastica, chiusi in termoinduzione e
forniti di tappo gocciolatoio. Ciascuna confezione contiene:

° 1 flacone contenente 250 ml di Soluzione Cristal Violetto

e 1 flacone contenente 250 ml di Soluzione Lugol-PVP

e 1 flacone contenente 250 ml di Soluzione Decolorante

° 1 flacone contenente 250 ml di Soluzione Safranina

PRINCIPIO DEL METODO

La colorazione di Gram & basata sulla proprieta che ha il Cristal Violetto di
combinarsi con lo lodio, formando composti non decolorabili con I'alcool o
con la miscela alcool-acetone. Alcuni batteri hanno una speciale affinita per
questa reazione e, una volta colorati con il cristal violetto, non perdono il
colore, se trattati con I'alcool o con la miscela alcool-acetone, restando
colorati in blu (batteri Gram-positivi). Altri perdono il colore blu e si colorano
con la Safranina assumendo una colorazione rossa (batteri Gram-negativi).

RACCOLTA DEI CAMPIONI

| campioni da sottoporre alla colorazione di Gram sono costituiti
principalmente da materiale clinico e da colture microbiche.

Le colonie da sottoporre alla colorazione di Gram devono essere prelevate
da colture giovani (18-24 ore) preferibilmente da terreni agarizzati.

PROCEDURA DEL TEST

Preparazione e fissazione

Utilizzando vetrini puliti, eseguire uno striscio della coltura o del materiale
patologico. Lasciare essiccare all’aria e fissare al calore con passaggi
rapidi sulla famma. Eseguire la fissazione del campione evitando un
eccesso di riscaldamento. Si possono adottare anche altri metodi di
fissazione.

Colorazione

1. Ricoprire il vetrino con la Soluzione Cristal Violetto. Attendere 1
minuto, quindi lavare delicatamente con acqua.

2. Ricoprire il vetrino con la Soluzione Lugol-PVP. Attendere 1
minuto, quindi lavare delicatamente con acqua.

3. Decolorare con la Soluzione Decolorante finché il preparato
libera colorante (circa 30-60 secondi), quindi lavare
delicatamente con acqua.

4. Ricoprire il vetrino con la Soluzione Safranina. Attendere 30-60
secondi, quindi lavare delicatamente con acqua.

5. Asciugare.

6. Osservare il preparato al microscopio con obiettivo per
immersione.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI
| microrganismi Gram-negativi appaiono di colore rosso.
| microrganismi Gram-positivi appaiono di colore blu.
La colorazione di Gram permette di differenziare:
e | bacilli Gram-negativi da quelli Gram-positivi;
e | cocchi Gram-negativi da quelli Gram-positivi;
e | coccobacilli Gram-negativi da quelli Gram-positivi;| diplococchi
Gram-negativi da quelli Gram-positivi.

CONTROLLO QUALITA

Ogni lotto di GRAM COLOR KIT viene sottoposto al controllo di qualita
utilizzando una coltura di Escherichia coli ATCC 25922 per il controllo dei
batteri Gram-negativi (colore rosso) ed una coltura di Staphylococcus
aureus ATCC 25923 per il controllo dei batteri Gram-positivi (colore blu).

LIMITI
. La colorazione di Gram fornisce una preliminare identificazione
ma non sostituisce i normali studi colturali del campione.
Terapie antibiotiche possono rendere i batteri gram-positivi piu
sensibili alla decolorazione ed apparire di colore rosa-rosso
invece di blu.
Le cellule prelevate da colture giovani di 18-24 ore hanno una
maggiore affinita per i coloranti rispetto alle cellule prelevate da
colture vecchie.
La colorazione di Gram viene alterata dalla distruzione fisica
della parete cellulare o del protoplasma; infatti la parete cellulare
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dei batteri Gram-positivi interpone una barriera che impedisce il
rilascio del complesso Cristal Violetto-lodio dal citoplasma e la
parete cellulare dei batteri Gram-negativi contiene lipidi solubili in
solventi organici che permettono la decolorazione del
citoplasma. Pertanto i microrganismi distrutti fisicamente da un
eccesso di calore non reagiscono alla colorazione di Gram come
atteso.

PRECAUZIONI

La confezione di GRAM COLOR KIT contiene sostanze classificate come
pericolose ai sensi della legislazione vigente; per il suo impiego si
consiglia di consultare la scheda di sicurezza.

GRAM COLOR KIT & un kit per la colorazione batterica, da usare solo per
uso diagnostico in vitro, & destinato ad un ambito professionale e deve
essere usato in laboratorio da operatori adeguatamente addestrati, con
metodi approvati di asepsi e di sicurezza nei confronti degli agenti
patogeni.

CONSERVAZIONE

Conservare GRAM COLOR KIT a 10-25°C nella sua confezione originale.
Non conservare vicino a fonti di calore ed evitare eccessive variazioni di
temperatura. In queste condizioni il prodotto GRAM COLOR KIT & valido
fino alla data di scadenza indicata in etichetta. Non utilizzare oltre questa
data. Eliminare se vi sono segni di deterioramento (cambiamenti di colore
delle soluzioni o presenza di precipitati grossolani).

ELIMINAZIONE DEL MATERIALE USATO

Dopo I'utilizzazione, i vetrini colorati con il GRAM COLOR KIT ed il
materiale venuto a contatto con il campione devono essere decontaminati e
smaltiti in accordo con le tecniche in uso in laboratorio per la
decontaminazione e lo smaltimento di materiale potenzialmente infetto.

BIBLIOGRAFIA
e  Kruczak-Filipov, P., and R.G. Shively.1992. Gram stain
procedure, p.1.5.1-1.5.18. In H.D. Isenberg (ed.) Clinical
Microbiology Procedures Handbook, vol. 1. American Society for
Microbiology, Washington, D.C.
e  Murray, P.R. (ed.) 1999. Manual of Clinical Microbiology, 7th ed.
American Society of Microbiology, Washington, D.C.
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DESCRIPTION

GRAM COLOR KIT is a kit for staining micro-organisms that allows them to
be differentiated into two categories: Gram-positives (Gram+), which are
coloured blue, and Gram-negatives (Gram-), which are coloured red.
Combined with direct observation of the cell morphology, this staining
constitutes the first level in the taxonomic classification of prokaryotes.

CONTENT OF THE PACKAGES

The reagents are contained in plastic bottles, sealed by thermo-induction
and provided with a dropper lid. Each pack contains:

1 bottle containing 250 ml of Crystal Violet Solution

e 1 bottle containing 250 ml of Lugol-PVP Solution

e 1 bottle containing 250 ml of Decolourant Solution

e 1 bottle containing 250 ml of Safranine Solution

PRINCIPLE OF THE METHOD

Gram staining is based on the property of Crystal Violet of combining with
iodine to form compounds that cannot be decoloured with alcohol or with an
alcohol-acetone mixture. Some bacteria have a special affinity for this
reaction and, once stained with crystal violet, do not lose the colour if
treated with alcohol or alcohol-acetone mixture, thus retaining the blue
colouring (Gram-positive bacteria). Others lose the blue colour and are
stained by Safranine, taking a red colour (Gram-negative bacteria).

COLLECTION OF SAMPLES

Samples to be subjected to Gram staining are usually clinical material and
microbial cultures. The colonies to be subjected to Gram staining must be
taken from young cultures (18-24 hours) preferably on an agar medium.

TEST PROCEDURE

Preparation and fixing
On clean slides, make a smear of the culture or pathological material. Leave
to dry in the air and fix by heat, passing rapidly over the flame. Do not
overheat the sample when fixing. Other fixing methods may be used.
Staining

1. Cover the slide with the Crystal Violet Solution. Wait 1 minute,
then rinse gently with water.

2. Cover the slide with the Lugol-PVP Solution. Wait 1 minute, then
rinse delicately with water.

3. Decolour with the Decolourant Solution for as long as the
preparation releases colour (about 30-60 seconds), then rinse
delicately with water.

4.  Cover the slide with the Safranine Solution. Wait 30-60 seconds,
then rinse delicately with water.

5.  Dry.

6. Examine the preparation under the microscope with the objective
for immersion.

INTERPRETATION OF THE RESULTS

The Gram-negative micro-organisms appear as red in colour.
The Gram-positive micro-organisms appear as blue in colour.
The Gram staining makes it possible to distinguish between:

e  Gram-negative bacilli from Gram-positive ones;

e  Gram-negative cocci from Gram-positive ones;

e  Gram-negative coccobacilli from Gram-positive ones;

e  Gram-negative diplococci from Gram-positive ones.
QUALITY CONTROL

Each lot of GRAM COLOR KIT is subjected to quality control using a
culture of Escherichia coli ATCC 25922 for the test for Gram-negative
bacteria (red colour) and a culture of Staphylococcus aureus ATCC 25923
for the test for Gram-positive bacteria (blue colour).

LIMITS
. Gram staining provides a preliminary identification but does not

replace normal cultural studies of the sample.

Antibiotic therapy may make Gram-positive bacteria more

sensitive to decolouration, so that they appear pinkish-red instead

of blue.

Cells taken from young, 18-24 hour cultures have a greater

affinity for the stains than cells taken from older cultures.

Gram staining is altered by the physical destruction of the cell

wall or protoplasm. In fact the cell wall of Gram-positive bacteria

constitutes a barrier which impedes release of the Crystal Violet-

iodine complex from the cytoplasm, and the cell wall of Gram-

negative bacteria contains lipids soluble in organic solvents that
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permit decolouration of the cytoplasm. Hence, micro-organisms
physically destroyed by an excess of heat do not react as
expected to the Gram stain test.

PRECAUTIONS

The GRAM COLOR KIT package contains substances classified as
hazardous by current legislation. It recommended that the Safety Data
Sheets be consulted on their use. GRAM COLOR KIT is a kit for bacteria
staining, only for diagnostic use in vitro. It is intended for use in a
professional environment and must be used in a laboratory by adequately
trained personnel using approved asepsis and safety methods for dealing
with pathogenic agents.

CONSERVATION

Store GRAM COLOR KIT at 10-25°C in the original packaging. Keep away
from sources of heat and avoid excessive changes of temperature. In such
conditions the product GRAM COLOR KIT will be valid until the expiry date
shown on the label. Do not use beyond that date. Eliminate without using if
there are signs of deterioration (changes in the colour of the solutions or
presence of substantial precipitates).

DISPOSAL OF USED MATERIAL

After use, the slides stained with the GRAM COLOR KIT and any material
that has come into contact with the sample must be decontaminated and
disposed of in accordance with the techniques used in the laboratory for
decontamination and disposal of potentially infected material.

BIBILIOGRAPHY

e  Kruczak-Filipov, P., and R.G. Shively.1992. Gram stain procedure,
p.1.5.1-1.5.18. In H.D. Isenberg (ed.) Clinical Microbiology Procedures
Handbook, vol. 1. American Society for Microbiology, Washington,
D.C.

e  Murray, P.R. (ed.) 1999. Manual of Clinical Microbiology, 7th ed.
American Society of Microbiology, Washington, D.C.
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DESCRIPTION

GRAM COLOR KIT est un kit pour la coloration des micro-organismes, qui
permet de les différencier en deux catégories : Gram positifs (Gram +) qui
se colorent en bleu et Gram négatifs (Gram-) qui se colorent en rouge.
Cette coloration constitue, avec I'observation directe de la morphologie
cellulaire, le premier niveau de classement taxonomique des procaryotes.

CONTENU DES EMBALLAGES
Les réactifs sont contenus dans des flacons en plastique, fermés par
induction thermique et dotés d’un bouchon compte-gouttes.
Chaque emballage contient :
° 1 flacon contenant 250 ml de Solution Cristal Violet
e 1 flacon contenant 250 ml de Solution Lugol-PVP
e 1 flacon contenant 250 ml de Solution Décolorante
° 1 flacon contenant 250 ml de Solution Safranine

PRINCIPE DE LA METHODE

La coloration de Gram se base sur la propriété du Cristal Violet de se
combiner avec I'lode, formant des composés n’étant pas décolorables avec
I'alcool ou avec le mélange alcool-acétone. Certaines bactéries ont une
affinité spéciale pour cette réaction et, une fois colorées avec le cristal
violet, elles ne perdent pas la couleur, si elles sont traitées avec I'alcool ou
avec le mélange alcool-acétone, restant colorées en bleu (bactéries Gram
positives). D’autres perdent la couleur bleue et se colorent avec la
Safranine, prenant une coloration rouge (bactéries Gram négatives).

PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS

Les échantillons a soumettre a la coloration de Gram sont constitués
principalement d’échantillon clinique et de cultures microbiennes. Les
colonies a soumettre a la coloration de Gram doivent étre prélevées de
cultures jeunes (18-24 heures) de préférence de milieux gélosés.

PROCEDURE DU TEST

Préparation et fixation

En utilisant des lames propres, effectuer un frottis de la culture ou du
matériel pathologique. Laisser sécher a I'air et fixer a la chaleur par des
passages rapides sur la flamme. Effectuer la fixation de I'échantillon en
évitant un excés de chaleur. D’autres méthodes de fixation peuvent étre
adoptées.

Coloration

1. Recouvrir la lame de la Solution Cristal Violet. Attendre 1 minute et
laver délicatement avec de I'eau.

2. Recouvrir la lame de la Solution Lugol-PVP. Attendre 1 minute et
laver délicatement avec de I'eau.

3. Décolorer avec la Solution Décolorante jusqu’a ce que la
préparation libére un colorant (environ 30-60 secondes) et laver
délicatement avec de I'eau.

4. Recouvrir la lame de la Solution Safranine. Attendre 30-60
secondes et laver délicatement avec de I'eau.

5. Essuyer.
6. Observer la préparation au microscope avec un objectif a
immersion.

INTERPRETATION DES RESULTATS
Les micro-organismes Gram négatifs apparaissent de couleur rouge. Les
micro-organismes Gram positifs apparaissent de couleur bleue. La
coloration de Gram permet de différencier :

e Les bacilles Gram négatifs de ceux Gram positifs ;

e Les coques Gram négatifs de ceux Gram positifs ;

e Les coccobacilles Gram négatifs de ceux Gram positifs ;

e Les diplocoques Gram négatifs de ceux Gram positifs.
CONTROLE QUALITE

Chaque lot de GRAM COLOR KIT est soumis au contréle de qualité en
utilisant une culture de Escherichia coli ATCC 25922 pour le controle des
bactéries Gram négatives (couleur rouge) et une culture de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 pour le controle des bactéries Gram
positives (couleur bleue).

LIMITES
. La coloration de Gram fournit une identification préliminaire, mais
ne remplace pas les études normales de cultures de I'échantillon.
Des antibiothérapies peuvent rendre les bactéries Gram positives
plus sensibles & la décoloration et ces derniéres peuvent
apparaitre d’une couleur rose-rouge au lieu de bleu.
Les cellules prélevées de cultures jeunes de 18-24 heures ont
une plus grande affinité pour les colorants que les cellules
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prélevées de cultures vieilles.

La coloration de Gram est altérée par la destruction physique de
la paroi cellulaire ou du protoplasme. En effet, la paroi cellulaire
des bactéries Gram positives interpose une barriére qui empéche
la libération du complexe Cristal Violet-iode par le cytoplasme, et
la paroi cellulaire des bactéries Gram négatives contient des
lipides, solubles en solvants organiques, qui permettent la
décoloration du cytoplasme. Les micro-organismes détruits
physiquement par un excés de chaleur ne réagissent donc pas a
la coloration de Gram comme attendu.

PRECAUTIONS

L’emballage de GRAM COLOR KIT contient des substances classées
comme dangereuses aux termes de la législation en vigueur ; pour son
emploi, il est conseillé de consulter la Fiche de données de sécurité.
GRAM COLOR KIT est un kit pour la coloration bactérienne, destiné
exclusivement a un usage diagnostique in vitro et a un usage
professionnel; il doit étre utilisé en laboratoire par des opérateurs
correctement formés, avec des méthodes approuvées d’asepsie et de
sécurité a I'égard des agents pathogénes.

CONSERVATION

Conserver GRAM COLOR KIT a 10-25° C dans son emballage d’origine.
Ne pas conserver a proximité de sources de chaleur et éviter toute
variation excessive de température. Dans ces conditions, le produit GRAM
COLOR KIT est valable jusqu’a la date limite d'utilisation indiquée sur
I'étiquette. Ne pas utiliser au-dela de cette date. Eliminer en présence de
signes de détérioration (changements de couleur des solutions ou
présence de précipités grossiers).

ELIMINATION DU MATERIEL UTILISE

Aprés utilisation, les lames colorées avec le GRAM COLORKIT et le
matériel ayant été au contact de I'échantillon doivent étre décontaminés et
éliminés conformément aux techniques utilisées en laboratoire pour la
décontamination et I'élimination de matériel potentiellement infecté.

BIBLIOGRAPHIE
° Kruczak-Filipov, P., and R.G. Shively.1992. Gram stain
procedure, p.1.5.1-1.5.18. In H.D. Isenberg (ed.) Clinical
Microbiology Procedures Handbook, vol. 1. American Society for
Microbiology, Washington, D.C.
e Murray, P.R. (ed.) 1999. Manual of Clinical Microbiology, 7th ed.
American Society of Microbiology, Washington, D.C.
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DESCRIPCION

GRAM COLOR KIT es un kit para la coloracién de los microorganismos,
que permite diferenciarlos en dos categorias: Grampositivos (Gram+), que
se colorean de azul y Gramnegativos (Gram-) que se colorean de rojo.
Dicha coloracién constituye, junto a la observacion directa de la morfologia
celular, el primer nivel de clasificacion taxonémica de los procariotas.

CONTENIDO DE LOS ESTUCHES
Los reactivos estan contenidos en frascos de plastico, cerrados con
termoinduccioén y dotados de tapén cuentagotas.
Cada estuche contiene:
e 1 frasco que contiene 250 ml de Solucién Cristal Violeta
e 1 frasco que contiene 250 ml di Solucién Lugol-PVP
e 1 frasco que contiene 250 ml di Solucién Decolorante
e 1 frasco que contiene 250 ml di Solucién Safranina

PRINCIPIO DEL METODO

La coloracién de Gram se basa en la propiedad que tiene el Cristal Violeta
de combinarse con el lodo, formando compuestos que no se pueden
decolorar con el alcohol o con la mezcla alcohol-acetona. Algunas
bacterias tienen una especial afinidad para esta reaccién y, una vez
coloreadas con el cristal violeta, no pierden el color, si se tratan con el
alcohol o con la mezcla alcohol-acetona, quedan coloreados de azul
(bacterias Grampositivas). Otras pierden el color azul y se colorean con la
Safranina tomando una coloracién roja (bacterias Gramnegativas).

RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras a someter a la coloracién de Gram estan formadas
principalmente por material clinico y por cultivos microbianos.

Las colonias a someter a la coloracion de Gram se tienen que sacar de
cultivos jévenes (18-24 horas) preferentemente de terrenos agarizados.

PROCEDIMIENTO DEL TEST

Preparacion y fijacion

Utilizando platinas limpias, efectuar un frotis del cultivo o del material

patolégico. Dejar secar al aire y fijar al calor con pasajes rapidos sobre la

llama. Efectuar la fijacion de la muestra evitando un exceso de
calentamiento. También se pueden adoptar otros métodos de fijacion.

Coloracion

1. Recubrir la platina con la Solucién Cristal Violeta. Esperar 1 minuto,
luego lavar delicadamente con agua.

2. Recubrir la platina con la Solucién Lugol-PVP. Esperar 1 minuto,
luego lavar delicadamente con agua.

3. Decolorar con la Solucion Decolorante hasta que la preparacion libera
colorante (unos 30-60 segundos), luego lavar delicadamente con
agua.

4. Recubrir la platina con la Solucién Safranina. Esperar 30-60
segundos, luego lavar delicadamente con agua.

5. Secar.

6. Observar la preparacion al microscopio con objetivo para inmersion.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Los microorganismos Gramnegativos aparecen de color rojo.
Los microorganismos Grampositivos aparecen de color azul.
La coloracién de Gram permite diferenciar:
e Los bacilos Gramnegativos de los Grampositivos;
e Los cocos Gramnegativos de los Grampositivos;
e Los cocobacilos Gramnegativos de los Grampositivos;
e Los diplococos Gramnegativos de los Grampositivos.

CONTROL CALIDAD

Cada lote de GRAM COLOR KIT es sometido al control de calidad
utilizando un cultivo de Escherichia coli ATCC 25922 para el control de las
bacterias Gramnegativos (color rojo) y un cultivo de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 para el control de las bacterias Grampositivas (color
azul).

LIMITES
. La coloracién de Gram proporciona una preliminar identificacion

pero no sustituye los normales estudios de cultivo de la muestra.

Terapias antibidticas pueden volver las bacterias grampositivas

mas sensibles a la decoloracion y aparecer de color rosa-rojo en

cambio que azul.

Las células sacadas de cultivos jovenes de 18-24 horas tienen

una mayor afinidad para los colorantes con respecto a las

células sacadas de cultivos viejos.

La coloraciéon de Gram es alterada por la destruccion fisica de la
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pared celular o del protoplasma; en efecto la pared celular de las
bacterias Grampositivas interpone una barrera que impide la
liberacién del complejo Cristal-Violeta-iodo del citoplasma y la
pared celular de las bacterias Gramnegativas contiene lipidos,
solubles en disolventes organicos que permiten la decoloracion
del citoplasma. Por lo tanto, los microorganismos destruidos
fisicamente por un exceso de calor no reaccionan a la coloracién
de Gram como esperado.

PRECAUCIONES

El estuche de GRAM COLOR KIT contiene sustancias clasificadas como
peligrosas segun la legislacion vigente; para su empleo se aconseja
consultar la ficha de seguridad. GRAM COLOR KIT es un kit para la
coloracion bacteriana, sélo para uso diagndéstico in vitro, esta destinado a
un ambito profesional y tiene que ser utilizado en laboratorio por
operadores adecuadamente formados, con métodos aprobados de asepsia
y seguridad con respecto a los agentes patégenos.

CONSERVACION

Conservar GRAM COLOR KIT a 10-25°C en su estuche original. No
conservar cerca de fuentes de calor y evitar excesivas variaciones de
temperatura. En estas condiciones el producto GRAM COLOR KIT es
vélido hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta. No utilizar
después de esta fecha. Eliminar si hay signos de deterioro (cambios de
color de las soluciones o presencia de precipitados gruesos).

ELIMINACION DEL MATERIAL UTILIZADO

Después de la utilizacion, las platinas coloreados con el GRAM COLOR
KIT y el material que ha entrado en contacto con la muestra tienen que ser
descontaminados y eliminados de acuerdo con las técnicas en uso en
laboratorio para la descontaminacion y la eliminacion de material
potencialmente infecto.

BIBLIOGRAFIA
e  Kruczak-Filipov, P., and R.G. Shively.1992. Gram stain
procedure, p.1.5.1-1.5.18. In H.D. Isenberg (ed.) Clinical
Microbiology Procedures Handbook, vol. 1. American Society for
Microbiology, Washington, D.C.
e  Murray, P.R. (ed.) 1999. Manual of Clinical Microbiology, 7th ed.
American Society of Microbiology, Washington, D.C.
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DESCRICAO

GRAM COLOR KIT é um kit para a coloragdo dos microrganismos, que
permite a diferenciagdo em duas categorias: Gram-positivos (Gram +), que
se coloram em azul e Gram-negativos (Gram-) que se coloram em
vermelho. Esta coloracgéo constitui, junto com a observagao directa da
morfologia celular, o primeiro nivel de classificagéo taxionémica dos
procariotes.

CONTEUDO DAS CONFECGOES

Os reagentes séo contidos em frascos de plastica, fechados em inducéo
térmica e fornecidos de tampa com contador de gotas.

Cada confecgéo contém:

° 1 frasco que contém 250 ml de Solugéo Cristal Violeta.

° 1 frasco que contém 250 ml de Solugéo Lugol-PVP.

° 1 frasco que contém 250 ml de Solugéo Descolorante.

° 1 frasco que contém 250 ml de Solugéo Safranina.

PRINCIPIO DO METODO

A coloragdo de Gram é baseada na propriedade que ha o Cristal Violeta de
combinar-se com o iodo, formando compostos que ndo se descoloram com
o alcool ou com a mistura alcool-acetona. Alguns bactérios tém uma
especial afinidade para esta reacgao e, apos ter sido colorada com o cristal
violeta, ndo perdem a cor, se tratadas com o alcool ou com a mistura
alcool-acetona, permanecendo coloridas em azul (bactérios Gram-
positivos). Outras perdem a cor azul e se coloram com a safranina
assumindo uma coloragdo vermelha (bactérios Gram-negativos).

RECOLHIMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras que devem ser submetidas a coloragdo de Gram sao
constituidas principalmente de material clinico e de culturas micrébicas.
As coldnias que devem ser submetidas a coloragdo de Gram devem ser
levantadas de culturas jovens (18-24 horas) de preferéncia de terrenos de
Agar.

PROCEDIMENTO DO TESTE

Preparacéo e fixagdo:

Utilizando vidros limpos, realizar uma linha de cultura ou do material
patoldgico. Deixe secar ao ar livre e fixar ao calor com passagens rapidas
em chamas. Realizar a fixagdo da amostra evitando um excesso de
aquecimento. Se podem adoptar também outros métodos de fixagao.
Coloracéo:

1.  Cobrir o vidro com a Solugéo Cristal Violeta. Aguarde 1 minuto,
em seguida, lavar delicadamente com agua.

2. Cobrir o vidro com a Solugéo Lugol-PVP. Aguarde 1 minuto, em
seguida, lavar delicadamente com agua.

3. Descolorar com a Solugao Descolorante até quando o preparado
libera colorante (cerca 30-60 segundos), em seguida, lavar
delicadamente com agua.

4.  Cobrir o vidro com a Solugéo Safranina. Aguarde 30-60
segundos, em seguida, lavar delicadamente com agua.

5. Secar.
6. Observar o preparado no microscopio com objectivo para
imersao.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Os microrganismos Gram-negativos aparecem de cor vermelha.
Os microrganismos Gram-positivos aparecem de cor azul.

A coloragédo de Gram permite de diferenciar:

e  Os bacilos Gram-negativos daqueles Gram-positivos;

e  Os cocos Gram- negativos daqueles Gram-positivos;

e  Os cocobacilos Gram- negativos daqueles Gram-positivos;
e  Osdiplococos Gram- negativos daqueles Gram-positivos.

CONTROLO DA QUALIDADE

Cada lote de GRAM COLOR KIT é submetido ao controlo de qualidade
utilizando uma cultura de Escherichia coli ATCC 25922 para o controlo dos
bactérios Gram-negativos (cor vermelha) e uma cultura de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 para o controlo dos bactérios Gram-positivos (cor
azul).

LIMITES
. A coloragéo de Gram fornece uma preliminar identificagdo, mas,

nao substitui os normais estudos culturais da amostra.

Terapias antibidticas podem render os bactérios gram-positivos

mais sensiveis a descoloragéo e aparecer de cor rosa-vermelho,

ao contrario, de azul.

As células levantadas de culturas jovens de 18-24 horas tém
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PORTUGUES

GRAM COLOR KIT

uma maior afinidade para os colorantes, em relagéo as células
levantadas de culturas velhas.

A coloragédo de Gram ¢é alterada pela destruigao fisica da parede
celular ou do protoplasma; de facto, a parede celular dos
bactérios Gram-positivos interpde uma barreira que impede a
soltura do complexo Cristal violeta-iodo do citoplasma e a parede
celular dos bactérios Gram-negativos contém lipidios, solUveis
em solventes organicos que permitem a descoloragédo do
citoplasma. Portanto, os microrganismos destruidos fisicamente
por um excesso de calor ndo reagem a coloragdo de Gram como
se espera.

PRECAUGCOES

A confeccdo de GRAM COLOR KIT contém substancias classificadas
como perigosas em conformidade com a legislagdo em vigor; para o seu
uso, se aconselha de consultar a ficha de seguranga. GRAM COLOR KIT é
um kit para a coloragao bactérica, que deve ser utilizado somente para uso
diagnostico "in vitro”, é destinado a um ambito profissional e deve ser
utilizado em laboratério por operadores adequadamente treinados, com
métodos aprovados de assepsia e de seguranga nos confrontos dos
agentes patogénicos.

CONSERVAGAO

Conservar o GRAM COLOR KIT a 10-25°C na sua confeccao original. Nao
conservar préximo a fontes de calor e evitar excessivas variagdes de
temperatura. Nestas condi¢des o produto GRAM COLOR KIT é valido até
a data de vencimento indicada na etiqueta. Nao utilizar além desta data.
Eliminar, caso sejam presentes sinais de deterioragao (mudangas de cor
das solugdes ou presenga de precipitados grosseiros).

ELIMINAGAO DO MATERIAL UTILIZADO

Depois da utilizagao, os vidros coloridos com 0 GRAM COLORKIT e o
material que entrou em contacto com a amostra, devem ser
descontaminados e eliminados de acordo com as técnicas em uso no
laboratério para a descontaminagéo e a eliminagéo de material
potencialmente infecto.

BIBLIOGRAFIA

e  Kruczak-Filipov, P., and R.G. Shively.1992. Gram stain procedure,
p.1.5.1-1.5.18. In H.D. Isenberg (ed.) Clinical Microbiology Procedures
Handbook, vol. 1. American Society for Microbiology, Washington,
D.C.

e  Murray, P.R. (ed.) 1999. Manual of Clinical Microbiology, 7th ed.
American Society of Microbiology, Washington, D.C.
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MNMEPIFPA®H

To GRAM COLOR KIT ¢ivai éva KIT yia TO XpWHATIOUO TwV
MIKPOOPYQVIOUWY TTOU ETTPETTEI TN SIAQOPOTToINan o€ dU0 KATNYOPIES:
Gram B¢gTik6 (Gram +), TTou TTaipvouv PTTAE XpwHa Kal Gram apvnTikod
(Gram-) TTou TTaipvouV KOKKIVO XpWHA. O XpWUaTIOPOG auTdG aTTOTEAEI,
padi ye TNV GUESN TTAPATAPNON TNG KUTTAPIKAG HOPPOAOYiIag, TO TTIPWTO
eTTITTESO TAEOVOUIKAG TAgIVOUNONG TWV TTPOKAPUWTWV.

MEPIEXOMENO THX ZYZKEYAZIAZ
Ta avTidpacTripia TTEPIEXOVTAI O€ TTAACTIKA QIAAIBIA, KAEIOPEVA PE
BeppoeTTaywyr) Kai EEOTTAICUEVA UE OTAYOVOUETPIKA TATTA.
Kd&Be cuokeuaoia TTePIEXEL:

. 1 @iaoAidio TTou TTepIEXEl 250 ml AlaAupaTog Cristal pwf

e 1 @iaAidio TTou TrepiExel 250 ml AiaAdpatog Lugol-PVP

o 1 @iaAidio Trou Trepi€xel 250 ml ATToxpwaoTIKoU AIGAUPATOG

o 1 @iaAidio Trou TrepiExel 250 ml AiaAGpaTog Zagpavivng
APXH THZ MEGOAOY
O xpwpaTiopdg Gram Baaietal oTig 1I016TNTEG TToU £Xel To Jwf3 Cristal va
OuvOUACETal UE TO ILDBIO OXNUOTICOVTAG PEIYUATA N ATTOXPWHATICOMEVA UE
aAKOOAN 1 pe piyga aAkodAng-akeTovng. Opiopéva BakTnpidia €Kouv pia
181aiTEPN OPOIGTNTA PE QUTAV TNV avTidpacn Kal, agoU XPwHATIOTOUV PE
Mwp cristal, dev xdvouv Xpwua, av yivel eTegepyaaia ye aAkooAn f pe
Meiypa aAKOOANG-OKETOVNG, TTOPAPEVOVTAG XPWHOTIOHEVO GE UTTAE XpWHa
(Baktnpidia Gram BeTikd). AANa XAvouv To PTTAE XPWHA Kal XpwuaTifovTtal
ME TNV cappavivn ae KOKKIVO XpwHa (Baktnpidia Gram apvnrikd).

2YAAOI'H AEIFMATQN

Ta deiypata TTou TTPETTEl va UTTORANBOUY o€ XpwuaTiond Gram
atroteAoUvTal KUpiwg atrd KAIVIKO UAIKG Kal aTTd JIKPORIaKEG
KoAiépyeleg. Ta deiypata Tou TTPETTel va uTToANBoUV o€ XpwuaTIopd Gram
TPETTEl va TTapaAapBavovTal atro Tpoo@aTeg KaANEpyeleg (18-24 wpeg)
KATG TTPOTiUNON a1 UTTOOTPWHATA PE Ayap.

AIAAIKAZIA TEET

MpocToiyaaia ka1 oTEPEWON
XpnaoipotroivTag T¢apdkia kabapd, KAvTe £va eTTiXPITUA TNV KAAAIEpyEIa 1
oTO TTABOAOYIKO UAIKO. AQROTE va epabei OTOV aépa Kal OTEPEWATE UE
BepudTNTa pE ypryopa TTepdapaTta o AOya. EKTEAEOTE TN OTEPEWON TOU
Seiyparog atrogedyovTag TNV UTTEPBOAIKR Bépuavon. MopeiTe va
XPNOIUOTTOINOETE Kal AAAEG HEBOOOUG OTEPEWONG.

XpWwuaTiopog

1. KaAowrte 10 T¢apdki pe 1o AidAupa Mwp Cristal. Mepipevete 1 AetrTd
KQI OTN OUVEXEIQ TTAUVETE TTPOCEKTIKA HE VEPOD.

2. KaAoyre 10 T¢opaki pe AidAupa Lugol-PVP. Mepipevete 1 AeTTo Kai
OTN OUVEXEIQ TTAUVETE TIPOOEKTIKG PE VEPO.

3.  AtmoxpwpaTioTe pe To AiGAupa ATTOXpwOoTIKOU PEXPI TO
TTAPACKEUOO U VO aTTEAEUBEPWOEl XPWOTIKN ouaia (Trepitrou 30-60
OEUTEPOAETTTA) KaI OTN OUVEXEIQ TTAUVETE TIPOOEKTIKA UE VEPOD.

4.  KaAuyrTe €k véou 1O TCapaki pe AidAupa Zagpavivng Mepiyevere 30-
60 SeuTEPOAETTTA KAl GTN OUVEXEIA TTAUVETE TIPOTEKTIKG HE VEPOD.

5.  ZTeyvworTe.

6. [lopaTnproTe TO TTAPACKEUACTHUA OTO HIKPOOKOTTIO PE POKO PECW
ePPATITIONG.

EPMHNEIA TQN ANOTEAEZMATQN

O1 pikpoopyaviopoi Gram apvnTIKO ep@avifovTal HE KOKKIVO Xpwua. Ol

HiKpoopyaviopoi Gram B€TIKO epgavifovTal ue PTTAE xpwpua. O

XPwHATIopog Gram emITPETTEl VA SIAQOPOTTOINBOUV:

e  O1BdkiAol Gram apvnTik6 amé Toug Gram BeTIKO,

e  O1ko6kkol Gram apvnTiké aTTd Toug KOKKoUug Gram BeTIKO,

e  Oi1kokkoBakiAor Gram apvnTiké atéd Toug KokkofakiAAoug Gram
BeTIKO,

e  O1dimmAokokkol Gram apvnTiké atréd Toug SITTAOKOKKOUG Gram BEeTIKO.

[ J
EAErXOZ NMOIOTHTAZ
KaBe mrapTida GRAM COLOR KIT mrepvdel améd eAéyxoug TToIdTnTag
XpnoiygotroiwvTag pia KaAAiEpyela Escherichia coli ATCC 25922 yia Tov
€Aeyxo Twv Baktnpidiwv Gram apvnTIKO (KOKKIVOU XPWHATOG) Kal hid
kaAAiEpyeia Staphylococcus aureus ATCC 25923 yia Tov €AeyX0 Twv
BaATnpidiwv Gram BETIKO (UTTAE XPWHATOG).
MNEPIOPIZMOI
. O xpwyuaTiopdg Gram TTapéXEl JIa TIPOKATAPKTIKF avayvwpian oAAG
Oev avTIKaBIOTA TIG KAVOVIKEG HEAETEG TwV KAAAIEPYEIWV TOU
O¢eiypaTog.
AvTiBioTIKEG BepaTTeieg PTTOPEl va KaTaoThoouv Ta BakTnpidia Gram
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EAAHNIKA

GRAM COLOR KIT

BeTIKG TTI0 EURICONTA OTOV ATTOXPWHATIOUO KAI VO EUPAVIOTOUV JE
POC-KOKKIVO XPUWHA QVTi VIO UTTAE.

Ta kUTTApPQ TTOU £X0UV TTAPAANEBEi aTTd TTPOT@ATEG KaANIEPYEIEG 18-
24 wpwv £Xouv PeYaAUTEPN OPOIOTNTA YIA TA XPWOTIKA UAIKG O€
oxéon Je KUTTapa TTou €xouv TTapaAn@Bei atrd TTaAIEG KOANIEPYEIEG.
O xpwyuaTiopgdg Gram PeTaBAAAETAI OTTO TN QUOIKK) KATAOTPO®H TOU
KUTTOPIKOU TOIXWHATOG 1} TOU TTPWTOTTAGOHATOG, MNpdyuati To
KUTTOPIKO ToiXWHA TwV BakTnpidiwv Gram BeTikd TTapePAaAAel éva
@PAYUa TTOoU EPTTOBICEI TNV ATTEAEUBEPWON TOU GUUTTAEYUOTOG MW
Cristal-1wdio atrd 10 KUTOTTAGOUA KAl TO KUTTOPIKO TOIXWHA TwV
Baktnpidiwv Gram apvnTikS TePIEXEl AiTTidIa, SiaAudueva o€
opyavikoug SIGAUTEG TTOU ETTITPETTOUV TOV ATTOXPWHATIONG TOU
KUTOTTAGOUOTOG. QG €K TOUTOU OI JIKPOOPYQAVIOHOI TTOU £X0UV
KaTaoTpagei Adyw utrepBOAIKNG BepudTnNTag dev aVTIOPOUV GTOV
XpwpaTiopé Gram 6TTwg Ba avauevoTave.

NMPO®YAAZEIZ

H ouokeuaaia Tou GRAM COLOR KIT Trepiéxel ouoieg TTou cUPPWVa PE
TNV IoXUouoa vopoBeaia TagivopoUvTal wg eTiKivouveg. TMa Tn xpAon Tou
guvioToUpe va oupBouleuBeite Tnv kapTa ac@aAeiag. To GRAM COLOR
KIT eival éva KIT BakTnpidiakou XpwHaTIGPOU TTOU TTPETTEI VO
xpnaoiyotrolgital uévo yia diayvwaTIKr Xpron in vitro, TTpoopideTal yia
ETTAYYEAUATIKN XPON Kal TTPETTEI VO XPNOIUOTIOIEITAI OTO EPYACTHPIO OTTO
KATAAANAQ EKTTAIBEUPEVO TTPOOWTTIKO KAI PE EYKEKPIUEVEG AONTITIKEG KAl
ao@aAeig ueBOdoUG o€ oxEan e TIG TTABOYOVES OUTIEG.

®OYAA=H

duidgre To GRAM COLOR KIT og Beppokpaaia 10-25°C atnv apxIkf Tou
guokeuaoia. Agv TTPETTEl va QUAGCTETAI KOVTA O€ TINYEG BepPOTNTOG KAl
TIPETTEI Va aTTo@eUyovTal ol dIaKUPAVOEIG. YTTO auTéG TIG OUVONKEG TO
mpoidv GRAM COLOR KIT 1oxU€l péxpl TNV nuepopnvia ARgng mmou
avaypd@etal otnv €TIKETA. Mnv Ta XPNOIYOTTOIEITE TTEPAV QUTAG TNG
nuepopnviag. Mnv To XpnoIMOTTOIEITE GV TTAPOUCIALEl onueia aAAoiwong
(aAAayr) xpwpaTtog Twv SIOAUPATWY A TTAPOUCTia XOVTPOEIBWY ICNUATWY).

ATNOPPI¥H TOY XPHEZIMOMOIHMENOY YAIKOY

Metd Tn Xprion, Ta xpwuatioyéva t¢apdkia pe 7o GRAM COLOR KIT kai To
UAIKO TToU pBe o€ £TTOQN PE TO deiyua TTPETTEN va aTTOAUPAivOVTal Kal va
QATTOPPITITOVTAI CUUQWVA HE TIG GUVABEIG TEXVIKEG TTOU UIOBETOUVTAI OTO
€PYACTAPIO YIa TNV aTToAUPavon Kai TNV améppiyn Teavws JOAUCUEVWY
UNIKWV.

BIBAIOTPA®IA

e  Kruczak-Filipov, P., and R.G. Shively.1992. Gram stain procedure,
p.1.5.1-1.5.18. In H.D. Isenberg (ed.) Clinical Microbiology
Procedures Handbook, vol. 1. American Society for Microbiology,
Washington, D.C.

e  Murray, P.R. (ed.) 1999. Manual of Clinical Microbiology, 7" ed.
American Society of Microbiology, Washington, D.C.
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