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Niektor6 poznatky o farbenf bakt6rii poilla Grama

DAGMAR, BUZINKAYOVA

Srlhrn. Prrica sa zamoriava na skrlmanio vplyvu technick;ich fakborov na r.j-sle-
dok farbenia buniek mikroorganizmov podfa Grama.

Podla vfsledkov pr6co je na od,farbovanie genciri,novou violetou zafarbenfch
a Lugolovjrn roztokom morenfch burriek vfhodnejdie pouiit noutralizovan!-
etanol a nie zmes acet6n-etanol. Ak sa prepardty nefaibia rovnakfm roztokom
farbiva kaidli der1, od,porrida sa pouZivali farbivo Corstvo pripravon6. V pripade,
ie sa farbivom farbi kaZd1y' d,ei, jo vfhodnejiie pripravit zrikladn6 srlCasti farbiva
do zrisoby a, podla potreby ich zlievat. Farbivo troba aplikovat na preparrit cez
filter. Na farbenie sri vhodnd derstv6 (24 h) kultriry, kod/d,o tioto d6vajrl najjedno-
zna6nej5ie vfsledky. Je vlihodn6 pripravovat preparrity tak, aby v nich bunly
boli v tenkom ruitore. PrifarbenitrobadodlZiavaturdonfpostupadasyp6sobenia
jednotlivfch roztokov.

X'arbenie mikrobirilnych buniek podla Grama m6, v bakteriol6gii taxonomie-
kri hodnotu [9]. S v"fsledkom farbitelnosti podla Grama koreluje rad fyziolo-
gickfch, chemickfch, fyzikrilnych a fyzikr4,lnochemickfeh vlastnosti bunky,
ako citlivosf oproti enz;imom a antibiotikd,m, zmenen6mu osmotick6mu tla-
kn, kys$m a b6,zicl<j,m farbivri,m a zmeniim povrchoy6ho napetia, v m6diu

[7, 8].
Pridinou odli5n6ho spr6,va,nia bakteririlnych buniek pri ich farbeni podla

Grama sri dva t5rpy bunkovych stien. V ultratenk;ich rezoch sa javl grampozi-
tivna bunkov6, stena ako jednoduchri, kompaktnd, .i'rstva. Bunkovr{ stena gram-
negativnych bakt6rii md, typickri trojrrstvovri Struktriru biologicklich membrdn
Stavba bunkovej steny a tfm aj odli5nd, permeabilita pre komplex farbiva
genciri,novr4, violet-j6d spdsobujri zmenu farbitelnosti; grampozitivna bunko-
v6, stena tvori bari6ru pri extrakcii komplexu alkoholom. Grampozitivne bunky
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sa rn6zu zmenit rla gramnegativne napr. rnechanickl,-nr poikodenim ultrazvu-
kom, ille aj loztielanirn so sklenj'm plaehom. Nedostatodnyrn vysuienim pri
fixd,cii z6hrer-om eSte vlhk6 bunkv napui:iarajri, r-znikajri na nich submikrosko-
pick6 trhlinky a p6'r.orlne grampozitir-ne bakt6rie sa menia na gramnegati';ne.
Aj sta,rnutim buniek sa p6vodn6 gramnegativne std,vajfi zdanlir-o grampozi-
tivn;'rni, do tieZ srivisi so zmenou permeabilit5', preto sa na posfdenie farbi-
telnosti podla Grama majfr pouiivat iba mlad6 bunk.r-. Aj prive klidince spdr-v

glampozitivnyctr bacilov sa spr6,vajri ako gramnegativne !, 7, 9. 10].

Tento sp6sob farbenia, objaveny- roku 1884, je pomenovanli podla jeho auto-
ra Drina Christiana Grirma. Illadal sp6sob, ako v mikroskopickych prepar6,toeh
patologick6ho phicneiro tkaniva zafarbid pneumokokv tak, aby boli ,ugay$t'.n,6,

iba bakt6rie a pozaclie ostalo bezfa.r'ebn6. 'l'oto sa nru podalilo. ked mikroskopic-
k6 rezv zafarbil genci/rnovou lioletou, potom prepard,ty moril j6clom a odfar:bil
alkoholonr. Pritom tiianivo p6vodne rovnako zaftrrben6 ako bakt6rie bolo
moZn6 allioholom oplt odfirrbit u penumokci]iv ostali tmavofialov6. AplikS,ciou
tolito postupu ftrr'lrenia trj na ine btrlit6rie. napr'. na salmonely sa ukiizalo, Ze

tieto sa po moreni jdciorn opiit odfarbujri pc'dobne trkr,i tkanivo a potom sa

dajir zafarbit kontrastnyrn farbir-om, napr. fuchsinom alebo safraninom na der-
veno. S6,m Gram e5tc nerX'stihol taxonomickri hodnotu tohto farbenia F, 71.

Znak gramnegativit'y, resp. gralnpozitivity sa pouZil pri rozdeleni bakt6rii
na 19 iasti v 8. r.ydani Bergeyovho rntrnud,lu urienia bakt6rii [2]. Toto pred-
]reZn6 skupinov6 zadelenie brkt6rii cio uriitej iasti podla r' laborat6riu lahko
zistiteln6ho znal<u r-jznarnne ulahirrie ich idenlifikiir'iu, taxdciu a nomcnkla-
triru.

\r opisoch baht6rii sa zviri'ia jednoznaine ucl6r-a icir farbitelnost podll
Grama. Shriseny a kritick;i laborat6rny placor-nik r-iak vie, Ze nirn pozorovari-v
nrikroskopicky prcp.trrr'it tretllri r-i,dv jedlozrrairt6 zlakr'. Pridinou tohto jar.'rr

m6Zu byd biologick6 n technit'li6 faktor)'. trko napr. r6zna f.rrbitelnost bunieli
sp6sobeni rodolorr a clruhor-ou prisluinostou, ale aj litrJti'r.6ciou a r.ekorn-
c,.<liiiri6 zlo:zenie frrrbirrcehr;' loztoliu genci6,nor-ej violeti, oclliin6 zla:zenie, rozttr-
liu porrZit6ho na odfalbovanie, pokazen6 roztoht'larbir-. noviiodn6 a neclostatcii'-
ni, fixdcia prepari,tu, prilii husty preparrit. necloclrZrrnie 1rostupu a nespriii'ira
technika ftu'llenia.

S bicilogick;i-mi faktormi frrrbitel'nosti balit6rii poclla Gla,ma sa zaoberalir
Herrmannov6, [5.], pridom dok6,zala, Ze r-ariabilnost v1'sleclku je vridiia pri
grampozitivnych ako gramnegativnych bLrnkS,ch. Vysledok zerfarbenia buriiek
pozorovanych v zornom poli rnikloskopr"r hoclnotila takto: jednoznadne a vJ-
ludne grampozitivne (tma'r'ofiirlor'6 a fialovoi.ielne zafarbenie), grampozitivnc
bunky s dervenym lesliom. pribliZne lovnakir, zncs grampozitivnvch a graln-
neeativnych buniek, prevai,nc gramnegativne bunky s malym podtom grant-
pozitirnych buniek a jednozntri,ne gramnegativne bunk.,r'.
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Roztok B

Roztok C

Roztok D

V tejto prri,ci sme sa zamerali na skrimanie vplyvu technickllich faktorov na
vfsledok farbenia buniek mikroorganizmov podla Grama. Porovnali sme far-
biace postupy podla CSN tel a podla Davisa [4] so zvl{,Stnym zameranim na
sp6sob odfarbovania pri derstqfch a star$ich kultrirach, ako aj s ierstvlfm
a star$im farbiyom.

Materiil a met6ala

Roztoky farbiv ostrt sO OrOo Davis [4]

Roztok A 2,5 o/o alkoholickli rozlok naslitenf alkoholickf
gencirinovej violeti (l) roztok genci6novej violeti
I o/o vodnf roztok Stavelanu
am6nneho (2)
roztok gencid,novej violeti
na farbenie (l) : (2) :
20 :80

I g bri,zickdho fuchsinu
l0 ml etanolu (96 o/o)

100 ml 5 o/o vodn6ho
roztoku fenolu

0,5 o/o vodnf roztok fenolu(2)
roztok gencir{,novej violeti
na farbenio (l) : (2) :
l0 :90

I g brizickdho fuchsfiru
lO ml etanolu (96 o/o)

100 ml 5 o/o vodn6ho
roztoku fenolu

lgfr,2gKI, lgfr,3gIl[,
300 ml dest. vody 300 ml dest. vody
neutralizovan;i etanol neufralizovanli etanol
(96 %) (neutralizd,cia (96 %) alebo zmes
roztokom NaOH na fenol- acetdn-etanol (1 : a)
ftalein)

Pri obidvoch postupoch sa na dofarbovanie pouZil zrieden;i
roztokD (f : l0)

Postup farbenia a dasy p6sobenia jednotlivlfch roztokov
dsN so 0100 [3] DaYis [4]X'arbiyo

gencirinovri violef
Lugolov roztok
(vrstvi sa na gencid,novri

violef)
odfarbovanie
etanolom

oplichnu€ vodou
dofarbenie fuchslnom
opit oplichnut vodou

20s 3 min

20-30 s I min
kfm sa vyplavuje 15-30 s

farbivo, nie viac
ako 30 s

30-60 s 30s
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Pozndmka. \'origind,lnej metode f,iranrovho farbenia podla Davisa, sa doftrr-
buje neutr6lnou derver'rou. \r naiich poliusoch srne pouZili zrieclcny fuchsin pri
obidvoch sp6soboch farbenia.

Na vy5etrenie grampozilivrty a, gramnegativity mikroorganizmov sme po-
uZili tieto kultirry ziskan6 na Katedre technickej mikrobiol6gie a bioch6mie
ChTF SVST a Krajskej hygienickej stanici v Bratislave: Staphylococcu,s

e,Irreus, Cand,id,a trogticali,s, Pseudomonas putid,a., I>seudnmonas oualis, Btaphy-
Iococcus epidermis, Baci,Ilus cereus, Enterobactet' sp., Esclrcriclti,a coli a Citro-
bacter sp.

Vfsledok farbenia prepardtov podla Grarn& sme podla Herrmannor.ej [5]
a skfsenosti, ktor6 sme ziskali my, oznaiovali takto:

G++ jednoznadne a vfludne grampozitivne bunky,
Gfa jednoznadne grarnpozitivne bunk;., niektor6 bunky gramnegativne,
Gfb grampozitirne bunky s berveni'rn okrajom,
Gf c grampozitivne bunky s grlr,mnegativnymi granulami,
G{ zmes grampozitivn5'ch tr gramnegativnvch buniek,
G- gramnegativne bunky s malym poi'tom grampozitivnych bunieli,
G- jednoznadne a vyludne gramnegativne bnnkv.

Yysledky

Podla experiment6,lnych skrisenosti dokumentovanfch v tabulke I sa uk6-
zulo, Le na qisledok farbenia mikrobir{lnych buniek podla Grama mal ist';i
vplyv sp6sob ich odfarbovania po zafarbeni genciS,novou violetou a moreni
Lugolovy?m roztokom. Tento .i'plyl' sa prejavil najma pri ierstvych grampo-
zitivnych bunkr{ch Cand,i,d,a tropi,calis, ale nie pri starSich bunkhch. Po odfar-
beni neutralizovanSim etanolom a zafarbeni fuchsinom ostali bunkv poclla
odakrivania jednoznadne grampozitivne, kdeZto pri odfarbeni zmesou acetdn-
---ctanol boli niektor6 bunky gramnegatir-ne. Toto platilo pre obe met6d5'far-
benia.

Bez ohladu na sp6sob odfrr,rbovania brrnieli po ich zafarbeni gencitlnovou vio-
letou a moreni Lugolovy-m roztohom javil sa rozdiel r-o vysledku falbenia pri
derstqiclr, ako aj stariich bunk6,ch kultfir Cand,ida tropi,cal,is & Psur.clontone.s

oualis. Candid,a tropical'is pri farbeni podla eSN [3j, s pouZitim stariie]"ro farbi-
va v;-kazovala variabilitu v tom smere, ie star5ie farbivo pri ierstr.ej, nlio aj
starBej kultrire javilo sklon zanechdvat v preparlrte istlr liodet grarnnegativ-
nach buniek a v jednom plipadc dc'konca lor.nomernir zmes grampozitivnycli
a gramnegativnych buniek. Aj pri gra,mnegatir-nlrrh btrnkii,ch kultirn- Pseuclct-

nloltes orvrlis sme zilznamenali, Ze pri trouliti sir-'i'iit'lio frrrjrit'rr lt<ili r' prelirlritc
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dost r.elk6 neplaviclelnosti r- ich zirftrrl,rcni. Pritom bol zretelny rozdiel mecizi
ierstvou a stirriorr kultirrorr. V starlcj liultirre sme v preparii,te zafarbenom star'-
Sim falbir.orrr nachdrdzali iastejiie bturli.r- zafar'ben6 ako erampozitir-ne s l1rL.r1-

Sirn poitorn gramnegatiynvch buniek, a to pli oboch sp6st-rbor.h ot'lfarbova,niir.
\r ierstvej kultirre bol tento rozclicl rnerrcj r-iraznV.

V zafarbenfch preprr,rirtoch hulttrt ,Stnpltylorocctts aure'us sa jtrvii pledovlet-
kfm baclatclnSi rozdiel v celkovonr vzhl'tr,de preparhtu rncdzi sp6soboni zn{irr-
benia podla CSX 1i31 a podLtl lJar-isa [.1 l.'l'ento loztlicl nc'ovplr.r'nil r-ek ktrltirrr-
iL fa,rbiva ani sp6sob odfarbor-iiniti. lioztlicl vo r'"i-slerlku sit manifestu.-,r1 r' jed-
nozna.ine grirmlrozitir-notn zirfrtllrcrti brinieli lrli liirlreni porila Dtvisa l-tl: btrn-
li.v boli zretel'ne nroch'i (nie firrlor'6). Pri zafalbeni poclla ('SN ;f ] boli srrnr6 bun-
kr- tmzrr-Jic (lialor i'i. ale iclr oliolit' sa do znai'nej nrierr- frrrbilo clo rrrZor-a. i'o
zapriiinilo, Ze celliovf r-zhlatl preparirtu bol taky, ali<-r bv iSlo o gramnegativntr
kultirm, i,o b;- mohlo lahlio zrniast rnenej skirsen6ho pracovnika. Narucka [6]
ndd,va, Ze niektor6 kmeue Staphylococcl.Ls cnlreus byvajri opuzdren6 alebo p<-r-

tiahnut6 rnuk6znou l6tkou, io m6Ze bvt znakom stupia ich virulenr,ie.
V tabulke 2 srl vysleclky hodnotenia prcparritov, ktor6 boli tieZ falbor6 obicl-

\-oma nretddami, ale oclfarbovan6 uZ ibrL ctir,nolom, pretoZe tento sp6sob sa

r preclchd,clzajricich pohusoch javil ako vfhodnejSi. DaHirni premenn;imi ttL

Iroli vek kultfrry a farbivtt,. Sleclor.ali srne iersteir liultfim (24 h) ri, sttrlfi kultrinL
(11 d). Takisto sme pouZili fturbivt' derstr.6 a l4-drior'6.

Zvlrir,itny jav sme tu pozolovali pli farbeni liultrilv Stupltylocctccu.s epidernti-
dzs s derstvlim fir,rbivorn podla (eSN [31. Prepar6t bol rniestami husty ir, miesttr-
mi rieclkl'. Na riedkvch rniestach boltr liidSinn buniek jeclnoznadne grtrmpozitir'-
na s niekolkymi bunkarni, litor6 boli jcdnoznadne grarnnega,tivne. Nii inclnr

rnieste preparitu, hde boli btrnkv velmi husto r-edla seba, bola pribliZne r'ovnir-
kir, zmcs grrrrnpozitivnvch ii ::^1';111111sgativlrlch brnriolt. ll,ovnak;i plerptr,r'iit, ale
s riedko rozprestreni-rttilrtrnl<:tr.rii zaftrrllcni'rni podlu l)avisa [4], bol jechroznarY-

11e grarnpozitir-nv, plii'om oliltrje bunicli boli zretelne ierven6. Pli ostatnVch
liombind,ciirch rc,hu krrltirlr- tl ftrrbir-rl, alio rrj sp6sc.rbu farbeniir, ncbol v ierstvcj
liultfre motlzi icrstli'ru tr strr,r'vm lalbilonr (pod stalym fir.rbivom rr.'r:uurit'rne
trrk6, I<tor6 sth,io rllhii t:;rs. ntLlrr. lJ clui. nepouZit6 a lrtor:6ho rlrrstnosti sii urolrii
lrekontloioi rrnc zruerrit) pozolovrlti:lnv rozdiel, burrlr.v boli jeclno;rnlt:nc ,s,^r'rrnr-

iiozitir-ne s iervcrri'lir olil'rtjottt. -\trrt'ii lirrltirra {irrlrgrt'r slil'i-nr iiLlbilorn rrotlla
tl-sX 1'11 i poclltr l)tr,vistr [4] v.r'litr,zoviilir jr:tlnoznai'rrt, ir vrilirirrc ulrrnrliozitir-ne
Irrrnl<'u- bez i'clr-err('lio olilaja.

Pri lirlbeiri il'r'sivei :r sttltrj l<rrll tii'y llucillus cet'?t(.\ i'er''itvynr i strri'i'nr {iirlri-
i olll srlle pozr.rr',.rr.t',ii t it'to lozclicJr- r- ztifalbcri rilcpirliitu: nujrn:ri'llrntrrr'.jii
lozdit'l ltol neclzi sirilorr ir i'clstr-ou liultirrou i1 1' 1'r1'qpl:i-tt'stirt'cj lirrltrir..,'boio
r-idiet irri cibocii spir::rlrollL firlbcnia s pouZitini i'i'r'stv(rlio a rrtiir'6hct fiulrivri.
;,-c burilii- lroli sii't,glainlxizilii'rre. rrle i'r'lirizr-rr-ali i'i'r'uzrrti grirtniit'girlivnll glir-
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nul6ciu, do mohlo srivisief, aj s tvorbou sp6r a ich klidenim. Tento jav sme ne-
pozorovali v i,erstvej kultrire, di bola farbend berstvr?m alebo starfm farbi-
vom. Bunky boli jednoznadne a qiludne grampozitivne s vlinimkou v derstvej
kultrire a derstvom farbive podla eSX ;f1, kde sme v preparrite pozorovali
okrem jednoznadn6ho grampozitivneho ztrftrlbenia aj niektor6 gramnegativne
bunky.

Dalej sme pozorovali preparri,t kultfrv, litori bola oznaiend ako Enterobac-
ter sp. a podla zn6,myc}r' skutodnosti mala byt gramnegativna. T6to skutodnost
sa vo farbeni vSetkfmi sp6sobmi r- podstate potvrdila. Pri blii5om posrideni
zafarbenfch prepard,tov sa vHak javil istf rozdiel l starej a derstvej kultrire.
Star6, kultrira zafarbend, derstvfm farbivom podla eSN [3], ako aj podla Da-
visa [4] bola gramnegativna, s malym podtom grampozitir-nych buniek. Rov-
nak6, kultrira zafarben6, star;fm farbivom bola podla eSn 1S1 tieZ gramnega-
tivna s malfm podtom grampozitivnych buniek, ale zafarbenri, podla Davisa [4]
bola jednoznadne a v;iludne gramnegatlvna. Pri farbeni derstvej kultfrry vset-
klfmi kombin6,ciami bola jednoznabne a v;iludne gramnegativna iba t6, ktori
bola farbenr6, derstvfm farbivom podla OSN tgl. Pri ostatnfch kombin6ci6ch
sme v prepard,te pozorovali zmes grampozitivnych a gramnegativnych buniek.

Dal5ou podla zn6,mvch skutodnosti gramnegativnou kultrirou boli bunkl'
Esclrcri,chi,a col'i,. Jednoznadne gramnegativne sa farbili star6 kultrirl., pridom
sa nepravidelne v5'glytol aj ma$ podet grampozitivnych buniek. Naproti tom*
6erstvd, kultrira javila pri oboch sp6soboch farbenia berstfm i starfm farbivom
podobnrl tendenciu ako Enterobacter sp. Zo Styroch prepard,tov derstvej kultrirl-
zafarbenej podla OSN ISI a podla Davisa [4], berstvym a stalym farbirom,
jednoznadne a vliludne gramnegati'r'ne bunkv boli iba v preparrite. ktorl bol
zafarbenf 6erstq?m farbivom podla eSX 1a1. V ostatnfch prlpadoch srne \- za-
farbenorn preparri,te pozorovali rovnomernri zmes gra,mpozitivnvch a gramne-
gativnych buniek.

Poslednou gramnegatir,'nou kultrirou boli bakt6rie rodu Citrobacter. Aj tu
bola starri, kultrira vo vEetkfch pripadoch jednoznadne grarnnega,tivnejSia ako
ierstvri, kultirra. V derstvej kultrire bola vyslovene glilmnegativna (s mal;fm
podtom grampozitivnych buniek) iba tr{, ktor6, bola zafarbend, derstvym farbi-
vom podla eSn tal. Star6 farbivo poclla eSX ;r1, alio aj farbivo podla Davisa

[a] dr{vali zmes srampozitivn;'ch a grir,rnneq&tivnych buniek.

Diskusia

Zhodnotenim na3ich experimentlrlny'ch skirsenosti s farbenim kultur gram-
pozitivnych a gramnegativnych mikroorgrr,nizmo.,. sme nadobudli tento n{,zor'.
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rt) VjznamnS,' vplyv na vjsledok farbenia kultrir podl'n, Grama mi roztok
a sp6sob odfarbovania buniek zafarbenfch gencid,nor-ou violetotr a morenlich
Lugolol'ym roztokom. tJdfarbovali sme neuttalizor.anrim etairolom & zrnesou
ii('(jt6n-etanol. Leplie rr jc'tllioznnd,nej5ie r-ysledlil' sme zfskali odfarbovanim
itt-.utralizovanim etanolor'r.'Ioto sa r'-zniimne prejrr,-t-ilo iiri grampozit,ivnvr:h
kirlifracir.

b) Obidva s1;Oscbl ocifarbolalirr. porllt-t, eSX ;:1 i podl't Dar,isa l4l, sa dajrh
pouZii. ircitilzr naiich lrozoror-trtti srL farbcr;,'po,lla (-SN vrl'uri drtbre osvecldilo

ix'i grlrnnegrriir-nr-ch l;unlirit:r. pri i-,ou;'riti ielsn-6iro falbiva, a v icisl,r.oj kultil-
re. \' ti-r'irtc pripaclo, li slnl nrr jirrsiejSir' cio::tJ.vali jcdnoznuillre gramncl:niivrrcr
r-;tslecliir. Pt'i farltivc >t:tioirl 11 tlni podla t'S\ l3j rrrrc ir,:rio dcrsttirali ntciiej
it'dnozna,in6 ri'slerllir'. Pri grirnrpiii:itii-nr-ch l;rrnliiicii sa niirn jar-i1o r. hoclnc,j-
!rt' farbivo norlIa Dnvisa, llomo('olr ktoi'tiiro sinc iasteiiic zisL:i.ii je'ri.rrr-rznairro

lranipozitivne vysletlls'. V spornjch plipadoch r.,r'eto otiponir'rirmc farlrid sri-
, asne poclla C'SX t:l a potlla Dar-isa [41.

c) \'i'znamnou otiziiou je ias pouZitelnosti rcztokri tohc i:-,t6ho faririr-it
zetir-,ilinorej riolete. Vieobcc,ne je ziiil.tne, Ze na farbenic irlipl'rr,r't:ny- roziok je
iba obnredzenc trvanlir-i. V USN [3] sa, uvS,dza pouZitelnost ?-14 cini. Podlir
naiit h siirisenosti sa javilo vyhodnejiie pc.ruiid ierstvd^ f'a,rbir-o, kecl sa rovnakym
farl;ii-or;r nefarbi ka:ziry deir. Vtedr- je r'1'hodnejiie priplavit fulbivo zltatiwt
roztoku genciinovej violete, roztokn ifai'el'anu am6nneho, pripadac lenolrr
a aplikcl'at ho na plepa,rit cez filt,ei.

ci; \-clt irultrirv sa, jcdnoznaine prejl,r-il pl'i gltr,mpozitivn', ch organizrnoi:ii.
litlrr,-i."t rlni -qtir,i';i i.lrrltiira Bacillus cer(.t!s a Cuidida. tropir:alis <llr..:nli rnenej
jedrtoztrat:it6 ."5?sleclk1'. [)ri grampozitir-nycir prr,lii66,cii jrl','ili tc'*tienciu h vj-
razrlej cranuld,cii t u Candicla tropicalis nit'litord Jiunk.r' stricali schopnost
uclrZat gcrncilrnovir liolet. Na zdklrr,dc naiich sii(rsenosti rutlieme iba potvldit',
lo toxoncrtuicli('r'i'znaur Griumovho farbenia 1:ltti ibi, tlc t:clstr-6 (2a h) kul-
tfrry.

e) VBirnli Slrl€;:i. l.e na vtslt'riok farburia burrieli v prepaliii.e nrzi r"u'-znanrn)-
vpir'-"' aj jeLo i"ntstc;ta. IIiestrr, s velkyrn poitcm buniek bez ilelizipriest,oru srr,

spraviclia farbili inrilr ako bunky v riedliom ndterc. Ocipciliriarne pripravovat
prepard,t'.- ttr,k, aby boli riedlie.

f) Z pra,:te m6,mc sl<irsenost, ier fali.rcnie poclla C.h'oma, nirjn-J, ciotlriiavanic
Iilsov p6sobenirr jecinotlir-rich roztolioi-. potilie,lia znai:nej lubor-6li placor-nikor-.
l{hnr sa osr-eclirilo ciocliiiavanie dasov p6soberiia irorlla prishi5njch pledpisor".
Preto odpollii:iure. aby na mieste. litlc srr sp.laviclla fir,rbia ltreparitv, bol vr'-
veseny postup fi;rLrcrria ditate,Inri e.l z i-iir:iej vzclialcnosti. ilinroliadle ii6leZity
jcr iiits pri rrclfirlbovarri plepar'6'tu alkoh<,lcrn po jeho z.rfarl.reni genciriiror.otr
riolefotr a moreni f-uIulovy'rn loz,tokom.
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Hexoroprre rrosrranrrfl od oxpacxe Sanrepufi rro Mero1y lpanra

PesroMe

Pa6ora fiocBrnqena trccJreAoBaErrlo r;wflEvfl. rexEnqecnlrx (paxtopor Ea pe3vxbrar],I
onpacntr KJrerori Mr{}tpoopraurraMoB tro MeroAy fpaua.

l{a peeytr,taror pa6orr,r cirelyer, qro Anri o6ecqneuuaaxrrfi }i.-rerori, o}ipa[reErrLlr reu-
qlauoBr,rM $uo;rerorrru u flporpaBnenrblx pacrBopou jfroro.rn, Bblrof,Eee npu\reEnrb
nefirpa,'uraonasnr,rri orfiJonr,rfi cnupr, a Ee cr4ecr, aqerolra rr arrrJroBoro cflrrpra. Ecen npe-

traparr,r rrc oxpaffrrBatorcn xarxgofi AeEr, oxr{HaxoBr,rM pacrBopo}r }ipaclrre.-rfi, pexoMei{-

Ayercrr [pr{MelrfiTb cBerr(e trplroroBJrelrEbrr"r }ipacr{TeJ6. B tov c.rt'qae, ecJrI onparrrr'IBanrle

ftpactrTeireM trpoBoAnrcfi eE{eAFeBso, 6onee rr,rroguo trpnroroBirrb ocEoBHbre cocraBJrrrrorqile

KpacrrreJrn trpo Barrac, rr rro Mepe ralo6rocru rtx cJrrBarb. Fipacttre;rr ueo6xogulto upu-
Merrrrr, Ea trpetrapar .repea i[urr'rp. ,{;u orpaunBarrrla trpl{rorul'I cBe}r(tre (24) nynrtvprt'
rrocnoJrbny oEtr Aaror caMr,re oArroanaqnbre pc3ynr,rarlr. Bnrofuo trpuroroBJlfiTb lrpetraparsr
:raHuu o6paooM, uro6n RJrerr{lt s Hlrx 6rrru B ror{noM c;roe. Ilprr oxpamlrBalrun reo6xo4uluo
co6arogarr flpeAtrrreaunr,rii nopr4or rr BpeMfi geiicrnrtrt or.Ie"-rrrrl'Ir pacrBopoB.
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Some tacts concerning the ilyeing of bacteria aceoriling to Gram

Summary

The influence of technical factors on the result's of dyeing the microorganism cells
according to Gram is stuctied in this eontribution.

Neutralized. ethanol rn'as found to have bettor decolourizing effect on cells dyod. by
gentian violet and pickled by Lugol solution than tho acetone--othanol mixture. If
the preparates are not dyed with the same dye solution each day, fresh dyo ehould be
used. When the dye is used overy day, it is more advantageous to prepale the basic dye
components in supply and deoant thom accord,ing to need. Ttre dye should bo applied
to tho preparate through a filter. tr'resh (24 h old) cultures are suitable for dyeing as they
prod,uce the most unambiguous results. The proparations ghould be prepared in such e way
that the cells in them should be spread sparsely. During dy"ittg one should keep the given
proceduro and operation times ofindividual solutions.
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