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Cil prace:
Co je cilem diagnostického Gramova barveni? Jaké jsou hlavni rozdily v pfipravé preparitu
barveného podle Grama a v pfipravé nativniho preparatu?

‘ 1) Nativni preparit - nebarveny (pFipraveny ve fyziol.roztoku, dest.vodé ¢i piimo z bujonu)

VYuZiva se pfi:
- zpstovani skute¢ného tvaru a struktury bunék neporusenych fixaci a barvenim
- pii pozorovani ristu a mnoZeni, pohybu bakterii
- v diagnostické praxi ma vyznam pii studiu bunéénych utvart, které se obtizn€ barvi

Princip:
mikroskopicka technika nativniho preparatu vyuzivi odlisné svétlolomnosti ¢astic v
pozorovaném objektu - riizné ¢asti bunky maji rizné indexy lomu svétla a vznikajici obraz
je vysledkem slozeni obrazli vin s pozunutou fazi a vin odklonénych od preparatu

Postup: - asepticka prace pii naniseni buné€k na sklicko

- dobfe o€ist€né podlozni sklicko vyymeme zalkoholu a protdhneme
sklicko plamenem

- doprostied sklicka naneseme kapku sterilni destilované vody

- ozehnutou a vychladlou oCkovaci klickou vneseme do kapky nepatrné
mnozstvi kultury a pe€livé rozmichiame

- kultury nesmime nanést do kapky mnoho, aby preparat nebyl husty

- kapka se neroztird, prekryva se krycim skliCkem a to tak, aby v preparatu
nebyly vzduchové bublinky (nepfiklidime svrchu na kapku, ale nejprve
jednou hranou, nepfitlaCujeme).

- pfebyteCnou kapalinu odsajeme filtranim papirem. Pokud pozorujeme
buniky z tekutého media, pozorujeme piimo v mediu, bez fedéni v kapce
vody. Ihned mikroskopujeme FAZOVYM KONTRASTEM (objektiv 60x
nebo 100x - celkové zvétseni tedy 600x nebo 1000x).

| 2) Barvené preparaty

vyuzivaji se pii:



zZjistovani typu bunééné stény tvaru bunék a usporadani jejich shlukl, pfitomnost a
uloZeni spor, pfitomnosti pouzder a vnitinich bunéénych struktur (inkluze), pfi zjistovani
Zivotaschopnosti bunék.

e tvar bunky - pro ur€eni morfologie bunky a jejich charakteristickych shlukt sta¢i
jednoduchym barvenim (napf. krystalovou violeti) obarvit jeji bunéénou sténu
bez rozlisovani grampozitivniho ¢1 gramnegativniho typu

e vitdlni test ukazuje pomér zivych a mrtvych bun€k v preparatu; vitalni barventi je
barvenim mrtvych bunék nebot’ pouze ony barvivo piyimaji ¢ jej effluxnimi
systémy nevyluCuji (napi.Lofflerovu modr)

e struktury buiiky rozlisujeme diferenciaénim barvenim a to jak vnitfni a vnéjsi
morfologické utvary (spory, pouzdra bunécné stény), tak chemické slozky
(barveni volutinu, glykogenu, $krobu..)

e diagnostické barveni napomiha identifikaci bakterii (Gramovo, acidorezistentni
barveni karbolfuchsinem, barveni dle Giemsy...)

e negativni barveni je dalsim piikladem barveného preparitu, ktery se vsak jiz
nefixuje a nebarvime na ném bunky, ale jejich okoli (tedy sklicko samotné; napf.
tusi nebo nigrosinem). Vyuzivdi se pro méfeni presné velikosti bunék
nedeformovanych fixaci a barvenim

Princip:

- preparat pfed barvenim fixujeme (kromé barveni negativniho)
= podstatou fixace je vysraZeni bun&nych koloidt (zejména bilkovin). Uéelem fixace
je usmrceni bun€ék (Iépe pak piyimaji barvivo) a lépe piilnou k podloznimu
sklicku, aby nebyly barvicim roztokem a oplachovinim odplavovany. Bakterie
fixujeme nejCasté plamenem, kvasinky a plisné chemikaliemi, nebot’ vétsi bunky
jsou plamenem deformovany.
k barveni mikroorganismi se pouZivaji ztedéné vodné roztoky organickych barviv

Fixace 1 barveni mirné bufiku deformuji! Charakteristicky tvar ziistiva, ale pro méfeni presné
velikosti bunék nutno vyuZit nefixovany preparat negativné obarveny (barvi se jen okoli buriky,
nikoli burika samotn3).

o Ceho se vyvarovat pii fixaci preparatu?
Abychom buiiky neuvafili, fixujeme az ve chvili, kdy je natér bunék . Kdyz sklicko

drzime za okraje a tfikrat jej protihneme nesvitivou ¢asti plamene, musime si pamatovat, na

které strané jsou buiiky a skliCko drzime ’nétérem nahoru’ (proto je doporueno pracovni

plochu skli¢ka po vytaZeni z ethanolu oznacit stitkem ¢1 popsat). Barvime chladné skliko.

e (o kdyz jsme burky kultivovah v tekutém cukerném prostredi?

Pokud nechceme v plameni ziskat karamel, musime buniky od media zcentrifugovat a
nasledné promyt vodou ¢1 pufrem.

e Pokud vime, Ze bakterie fixujeme nejéastéji plamenem, fixujeme tak 1 kvasinky a plisné?

Tyto bunky jsou vétsi nez buniky bakterii, z Cehoz logicky vyplyva, ze tepelna fixace jiz ptilis
meéni jejich tvar. Proto se vétsinou fixuji chemikaliemi.

Vyznam Gramova barveni

je jednou z nejdilezit€sich diagnostickych metod pfi 1dentifikaci bakterii; rozhisuje
skupinu grampozitivnich G+ (barvi se modrofialové) a gramnegativnich G- bunék (barvi se
Cervenortzove) a udava nékteré fyziologické a chemické vlastnosti buiiky. Podstata rozdilného




chovani pi1 Gramové barveni nebyla dosud uspokojivé objasnéna, s nejvetsi pravdépodobnosti
se zde vsak uplatiuyi rozdily ve slozeni bunécné stény obou skupin bakterii.

Grampozitivni typ BS:
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Princip:

- jde o barveni fixovaného preparitu krystalovou violeti a nasledujici mofeni bunék
jodem v roztoku KI. Vznika komplex barvivo-jod-bunééna sténa. Tento komplex se tvofi v G+ 1
v G- bakteriich. Rozdil vznikd pii promyvini preparitu organickvm rozpoustédlem (acetonem
nebo alkoholem). 7 G- bakterii se komplex vvmyva a odbarvuji se, G+ bakterie si zbarveni
ponechavaji. Pro zvyraznéni rozdilu se G- bakterie dobarvuji jinym kontrastnim barvivem (napf.
bazickym safraninem)

- Gramova reakce zavisi na fyziologickém stavu buniky (proto pouZzivame kultury
urcitého stafi) a na sloZzeni kultivaéniho media

- ztrata grampozitivity: mechanickym poskozenim, UV zifenim, kyseliny, zdsady,
rozpoustédla

- existuji 1 mikroorganismy, které se nékdy barvi pozitivné, nékdy negativné, oznaujeme
je jako gramlabilni G+.

U gramnegativnich bunék odbarvovaci ¢midlo rozpusti vné&si lipopolysacharidovou
vrstvu a komplex krystalové violeti s jodem se vymyje pres tenkou vrstvu peptidoglykanu.
Gramova reakce je nejspolehlivéjsi u mladé bakterialni kultury (méné nez 24 h), zatimco starsi
kultury nemuseji zadrZovat primarni barvivo a vysledky nejsou pfesné.

Nejcastéjsi chvby:

- ptilis husty natér

- suSeni preparatu za tepla - t.J. uvafeni bun¢k

- ptilis dlouhé odbarvovani alkoholem nebo acetonem




e Jaké bakteridlni rody Gramovym barvenim neobarvime? Jednd se o rody bez bunééné
stény (mykoplazmata), spirdlovité bakterie, dile o siln€ acidorezistentni rody (napf.
mykobakteria):

e Borrelia burgdorferi (fig 1, 2)

e Borrelia recurrentis (fig 1)

e Bartonella henselae (fig 1, 2)

o Chlamydia trachomatis (fig 1, images of elementary bodies, images of reticulate
bodies)

e Chlamydophila pneumoniae (images of elementary bodies, images of reticulate
bodies)

e Chlamydophila psittaci (images of elementary bodies, images of reticulate bodies)

e Coxiella burnetii (fig 1, 2)

o FEhrlichia chaffeensis (fig 1, 2)

e Anaplasma phagocytophilum (formerly; Ehrlichia phagocytophilum or E. equi; Fig. 1)

e Legionella sp. (fig 2)

e Leptospira sp.(fig 1, 2)

e Mycobacterium bovis (fig 1)

e Mpycobacterium tuberculosis (fig 1, 2 thanks to Anders Olav Lande, 3)

e Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare (fig 1 thanks to Anders Olav Lande)

o Mycobacterium kansasii (fig 1)

o Mpycobacterium leprae (fig 1, for a close up thanks to Anders Olav Lande)

e Mpycobacterium marinum (fig 1)

e Rickettsia rickettsii (Fig. 1,: scroll down to bottom of the page. 2)

o Orientia tsutsugamushi (formerly; Rickettsia tsutsugamushi; Fig. 1)

e Treponema pallidum(fig 1, 2, 3)

Postup:

suspenzi z kultury mikrobt rozetfeme na Cisté podlozni skli¢ko, nechame
dobfe zaschnout a fixujeme plamenem

ponofime do roztoku krystalové violeti a nechame ptisobit 30 sekund
barvivo oplichneme slabym proudem vody (2s)

preparat ponotime do Lugolova roztoku na 30 sekund.

Oplachneme slabym proudem vody (2s)

prekryjeme ethanolem (nebo acetonem), maximalné 15-20 sekund
oplaichneme slabym proudem vody a gramnegativni b. dobarvime
safraninem 1 minutu

osuSime mezi dvéma filtraCnimi papiry a mikroskopujeme pod imerznim
objektivem (zvétSeni 1000x)
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http://www.wadsworth.org/databank/borreli.htm
http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/images/bburg.jpg
http://www.portfolio.mvm.ed.ac.uk/studentwebs/session4/60/Borelliaslide.jpg
http://www.cdc.gov/ncidod/eid/vol8no2/01-0141-G2.htm
http://www.yamagiku.co.jp/pathology/case/case212.htm
http://www.roche.com/pages/facets/1/chlamydia.jpg
http://www.chlamydiae.com/docs/biology/biol_EB.asp
http://www.chlamydiae.com/docs/biology/biol_RB.asp
http://www.chlamydiae.com/docs/biology/biol_RB.asp
http://www.chlamydiae.com/docs/biology/biol_EB.asp
http://www.chlamydiae.com/docs/biology/biol_RB.asp
http://www.chlamydiae.com/docs/biology/biol_RB.asp
http://www.chlamydiae.com/docs/biology/biol_EB.asp
http://www.chlamydiae.com/docs/biology/biol_RB.asp
http://www.theguardians.com/Microbiology/Coxiella_burnetii.jpg
http://www.safetyline.wa.gov.au/institute/level2/course20/lecture66/images/l66_06.jpg
http://www.cvm.okstate.edu/instruction/kocan/disk3/images/img0019.jpg
http://www.cvm.okstate.edu/instruction/kocan/disk3/images/img0012.jpg
http://textbookofbacteriology.net/Legionella.jpeg
http://www.ucmp.berkeley.edu/bacteria/bacteria.html
http://www.cat.cc.md.us/courses/bio141/labmanua/lab7/lepto.html
http://www.theguardians.com/Microbiology/Mycobacterium_bovis.jpg
http://www-medlib.med.utah.edu/WebPath/INFEHTML/INFEC033.html
http://www-medlib.med.utah.edu/WebPath/INFEHTML/INFEC034.html
http://medecinepharmacie.univ-fcomte.fr/bacterio_web/img/phototheque/Examens%20microscopiques/Mycobacteries/Mycobacterium_tuberculosis_Crachat_Ziehl_2.jpg
http://www-medlib.med.utah.edu/WebPath/INFEHTML/INFEC037.html
http://medecinepharmacie.univ-fcomte.fr/bacterio_web/img/phototheque/Examens%20microscopiques/Mycobacteries/Mycobacterium_kansasii_Ziehl.jpg
http://www.who.int/lep/disease/frmain.htm
http://www.who.int/lep/images/BH.JPG
http://medecinepharmacie.univ-fcomte.fr/bacterio_web/img/phototheque/Examens%20microscopiques/Mycobacteries/Mycobacterium_marinum_Ziehl.jpg
http://www.cdc.gov/ncidod/dvrd/rmsf/Laboratory.htm
http://www.cdc.gov/ncidod/dvrd/rmsf/Organism.htm
http://www.yamagiku.co.jp/pathology/photo/photo168-8.htm
http://www.cdc.gov/ncidod/eid/vol6no5/guarnerG2.htm
http://www.wadsworth.org/databank/treponem.htm
http://www.ulb.ac.be/sciences/biodic/images/bacterie/treponemapalidum3580.JPG

Material a pouzité bakteridlni kmeny:

- 24 hodin staré kultury sledovanych bakterii
- roztok krystalové violeti

- Lugolav roztok

- alkohol

- safranin

- podlozni a kryci sklicko

- hltraéni papir

- sterilni destilovana voda

- kapatko

- bakteriologicka klicka

Hodnoceni:
- kazdy dle svého bakteridlniho kmene.
G+ bakterie jsou modrofialové, G- bakterie jsou Cervené

Grampozitivni typ bunécné stény:

peptidoglykan 40nm, 90%, hydrofobni struktura.Mezi
polymerem je voda. Do hydratované vrstvy se dostava
barvivo krystalové violeti, Lugoliv roztok fixuje ptimo
na strukturach. Organické rozpoustédlo poté dehydratuje
vrstvu. Barvivo zlstdva pevné vazano, sténa se
nedobarvi dal safraninem.

Gramnegativni typ bunécné stény:
peptidoglykan 10%, 2nm, pordzni vyplii mezi
cytoplazmatickou membranou a vnéjsi membranou.
Barvivo se v nordzni vrstvé nenavaze. odmvyva se.

Zavér:

K C¢emu slouzi rizné typy barveni bunék? Jaké typy preparati rozhsujeme? Co je
sledovano fixaci preparatu? Jaky vyznam ma Gramovo barveni a z jakych divodl se nemusi
povést?

Odkazy:

Atlasy:

http://www.microbiologvatlas.kvl.dk/biologi/english/ - po vybéru kategorie rolovat listu vpravo
http://www.cdc.gov/az/a.html

http://www.pf.chiba-u.ac.jp/english/egallery-index.htm
http://www.mycology.adelaide.edu.au/
http://www.geocities.com/CapeCanaveral/3504/gallery.htm

BACTERIAL VIDEOS
http://shapiro.bsd.uchicago.edu/bacterialvideos.html

Vyslovnost v angli¢tiné:
http://www.kcom.edu/faculty/chamberlain/website/studio.htm



http://www.microbiologyatlas.kvl.dk/biologi/english/
http://www.cdc.gov/az/a.html
http://www.pf.chiba-u.ac.jp/english/egallery-index.htm
http://www.mycology.adelaide.edu.au/
http://www.geocities.com/CapeCanaveral/3504/gallery.htm
http://shapiro.bsd.uchicago.edu/bacterialvideos.html
http://www.kcom.edu/faculty/chamberlain/website/studio.htm

Mikroskopie:

http://web.natur.cuni.cz/~parazit/parpages/mikroskopickatechnika/svetelnamikroskopie.htm

Virtudlni mikroskopovani [http://www.olympusmicro.com/primer/virtual/virtual.html]
Optical microscopy primer introduction [http://micro.magnet.fsu.edu/primer/]

VInova optika [http://www.sweb.cz/radek jandora/f1 1.htm, http://www.aldebaran.cz/studium/fyzika/viny.html]

Mikroskopie na Hamburgské univerzit&[ http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/e03/03.htm]
Souhrnny ¢lanek v anglickém jazyce [Optical microscopy.pdf]



http://web.natur.cuni.cz/~parazit/parpages/mikroskopickatechnika/svetelnamikroskopie.htm
http://www.olympusmicro.com/primer/virtual/virtual.html
http://micro.magnet.fsu.edu/primer/
http://www.sweb.cz/radek.jandora/f11.htm
http://www.aldebaran.cz/studium/fyzika/vlny.html
http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/e03/03.htm
http://www.natur.cuni.cz/~parazit/parpages/mikroskopickatechnika/Optical%20microscopy.pdf

