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Barveni dle Gram-Nicolle

Fixace a diferencidlni barveni bunécnych struktur

Pro pouZziti v laboratofi vySkolenym persondlem. In Vitro diagnostické zafizeni.

1 - Pouziti

Gram-Nicolle barveni je pro fixaci a diferencidlni barveni bunécnych struktur pred
mikroskopovanim.

2 - Princip stanoveni

Barveni Gram-Nicolle je diferencidlni metoda, zaloZzena na prostupnosti bunécné stény.
Béhem barveni se bunécna sténa nebarvi, ale jeji struktura umoznuje klasifikaci Gram-
pozitivni nebo Gram-negativni.

Lugol roztok umoZniuje tvorbu vnitrobunéénych komplexd s Carbolic Gential Violet. U
Gram-negativnich bunék pak alkohol tento komplex rozpusti.

Gram-negativni buriky jsou barveny Ziehl Carbolic Fuschinem do rlZova, Gram-pozitivni
nejsou odbarveny alkoholem a z(stavaji fialové.

3 — Reagencie

Carbolic Gential Violet Lugol PVP-stabilized
320960-1000 1x1l 367400-1000 1x1l
320960-2500 1x2,5l 367400-2500 1x2,5l
Fast Differentiator (aceton / alkohol) Ziehl Carbolic Fuchsin 1/10
361510-1000 1x1l 364540-1000 1x1l
361510-2500 1x2,5l 364540-2500 1x2,5l
Slow Differentiator (alcohol-based)

363030-1000 1x1l

Dalsi potfebny material
Sklicka pro mikroskopovani.

4 — Skladovani a manipulace

Vyse uvedené reagencie skladujte pfi pokojové teploté (15 — 25°C), mimo pfimé slunecni
svétlo.

Datum expirace pred a po otevieni jsou uvedeny na obalu.

Veskera manipulace se vzorky a reagenciemi musi byt provadéna vyskolenym personalem dle
relevantnich norem. Pfi manipulaci pouzivejte spravna ochranna zafizeni pro jednotlivce i pro
pracovisté dle prislusnych regulaci.
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Personal musi byt obeznamen s klasifikaci nebezpeci materidlu. Kompletni informace viz
bezpecénostni list pro uvedené reagenci.

Méreni musi byt provedeno autorizovanym persondlem dle platnych laboratornich radua.
Preventivni opatfeni pro manipulaci

Carbolic Gential Violet @

P210: Drzte mimo zdroje tepla, teplych povrch(, zdroju jiskfeni a otevieného ohné. Nekurte.
P264: Dlkladné si umyjte ruce po manipulaci.

P280: Pouzivejte osobni ochranné prostfedky — rukavice, obleceni, ochranu oci a obliceje.
P308+P313: Pri vystavi latce nebo podezieni: Vyhledejte |ékarskou pomoc.

P337+P313: Pokud pretrvava podrazdéni oci: Vyhledejte Iékarskou pomoc.

Fast Differentiator (alohol/acetone) <!>

P210: Drzte mimo zdroje tepla, teplych povrch(, zdroju jiskfeni a otevieného ohné. Nekurte.
P261: Nevdechujte pary, prach, aerosol, mlhu.

P280: Pouzivejte osobni ochranné prostfedky — rukavice, obleceni, ochranu oci a obliceje.
P312: Pokud se necitite dobre, volejte Toxikologické stfedisko nebo lékare.

P337+P313: Pokud pretrvava podrazdéni oci: Vyhledejte Iékarskou pomoc.

Obsahuje CH3COCH3; butan-2-one; isopropylic alcohol

Slow Differentiator (alcohol-based)

P210: Drzte mimo zdroje tepla, teplych povrch(, zdroju jiskieni a otevieného ohné. Nekurte.
P280: Pouzivejte osobni ochranné prostfedky — rukavice, obleéeni, ochranu oci a obliceje.
P305+P351+P338+P310: Pfi zasazeni oci: Opatrné vyplachujte vodou nékolik minut. Pokud
mozné, odstrante kontaktni ¢ocky a dal vyplachujte. lhned volejte Iékafskou pomoc nebo
toxikologické stredisko.

Obsahuje CH3(CH2)30H

Ziehl Carbolic Fuchsin @

P210: Drzte mimo zdroje tepla, teplych povrch(, zdroju jiskfeni a otevieného ohné. Nekurte.
P264: Dlkladné si umyjte ruce po manipulaci.

P280: Pouzivejte osobni ochranné prostfedky — rukavice, obleéeni, ochranu oci a obliéeje.
P308+P313: Pri vystavi latce nebo podezieni: Vyhledejte |ékarskou pomoc.

P337+P313: Pokud pretrvava podrazdéni oci: Vyhledejte Iékarskou pomoc.

Obsahuje C3H50H 80%

5 - Barviva
320960: Crystal Violet < 0,2%
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6 — Priprava vzorku
Manipulujte se vzorky dle laboratornich norem.
Manualni bakteridlni natér:

Na sklicko rozetfete tenkou vrstvu bakterii a nechte zaschnout pfi pokojové teploté. Natér
mUzZete zafixovat teplem (plamenem nebo horkym povrchem) nebo chemickym fixativem
(methanol, ehtanol, kyselinou octovou, formalinem...)

Nikdy neopalujte plemenem vzorek, ktery neni uplné suchy. Mohl by vzniknout aerosol a
uvolnit bakterie do okoli.

Dle potfeby mohou byt fixaéni metody kombinovany.

7 - Pfiprava reagencii a nastroju

Dle potfeby nafedte Ziehl Carbolic Fuchsin a kyselinu sirovou v destilované vodé dle nize
uvedenych protokol(.

8 — Protokoly

NiZe uvedené protokoly sestavaji z postupnych pokryvani sklicek riznymi barvicimi roztoky.
Pro kroky s barvenimi vlozte sklicka na stojanek s fixovanym natérem nahofre.

Bakterialni vzorky — manualni barveni s Fast Differentiator — manudlni mikroskopicka

analyza

Délka barveni: 3 minuty 2 sekundy

Kroky Reagencie Cas [min:s] Instrukce

Barveni Carbolic gential violet 01:00 -

Oplachnuti Voda ) Odstrarite reagencii a prebytek
vody

Oplachnuti Lugol - Na odstranéni zbytku vody

Barveni Lugol 01:00 -

Oplachnuti Voda - Dukladné oplachnéte

Odbarveni Fast Differentiator 00:02 Mze byt prodiouzeno na 5
sekund

Oplachnuti Voda - Rychle

Barveni Ziehl carbolic fuchsin 1/10 01:00 -

Oplachnuti Voda - Rychle

Schnuti - >03:00 -
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Bakterialni vzorky — manualni barveni s Slow Differentiator — manualni mikroskopicka

analyza

Délka barveni: 2 minuty 20 sekund

Kroky Reagencie Cas [min:s] Instrukce

Barveni Carbolic gential violet 01:00 -

Oplachnuti Voda ] Ovdstrar“lte reagencii
prebytek vody

Oplachnuti Lugol - Na odstranéni zbytku vody

Barveni Lugol 01:00 -

Oplachnuti Voda - Dukladné oplachnéte

. ) ) Muze byt prodlouzeno na 40

Odbarveni Slow Differentiator 00:20
sekund

Oplachnuti Voda - Rychle

Barveni Ziehl carbolic fuchsin 1/10 01:00 -

Oplachnuti Voda - Rychle

Schnuti - >03:00 -

Upravte dobu odbarveni dle tloustky natéru.

9 - Pfedpokladané vysledky

Bakterialni natér

Gram-pozitivni bakterie Fialova
Gram-negativni bakterie RGzova

Pokud se vysledky lisi od predpokladu, kontaktujte prosim vyrobce nebo jeho zastupce.

10 - Charakteristika

Analyticka validita reagencii je zaru¢ena CE certifikaci. Pro optimalni vysledky pouzivejte Cisté

a suché laboratorni prislusenstvi. Laborator je zodpovédna za kontaktovani vyrobce nebo

jeho zastupce pfi jakékoliv zavazini prihodé.

11 - Kontrola kvality

UZivatelé jsou zodpovédni za provedeni kontroly kvality, jeji procedury a navaznosti

s pfislusnymi laboratornimi rady.

Vyrobce (RAL Diagnostics) doporucuje pouZiti Gram pozitivnich a Gram negativnich

kontrolnich vzork( pti kazdé obnové barev, pro kazdou sadu barveni a alespon pro kazdy

novy barvici cyklus, pokud se barvi vicekrat denné.

Kontrolni sklicka mohou byt pfipravena napred a tepelné zafixovana pro skladovani.
Pro kontrolu kvality pouZivejte pouze vzorky se zndmou Gram-pozitivitou nebo negativitou.
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Stabilita barvy:
Kvalita a reprodukovatelnost barveni zalezi na sprdvném pouziti produktd. Barveni dle vyse

uvedenych doporuceni je stabilni po dobu nékolik dni.
Pokud je potfeba skladovat natéry nékolik mésicl az let, vyrobce doporucuje zakryt je krycim
sklickem se spravnou tekutinou a skladovat v prachotésném obalu.

12 - Bezpecnostni udaje

Se vSemi vzorky biologického plvodu by se mélo manipulovat jako s potenciondlné
infekénimi.

Likvidaci provadéjte dle mistnich platnych regulaci.

Chemicky a biologicky odpad musi byt shromazdén a likvidovan registrovanymi spole¢nostmi.
Bezpecnostni Udaje jednotlivych reagencii naleznete v jejich pfislusnych bezpecnostnich
listech.
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