Bulletin PV (Bratislava) Roé. 25(5), ¢. 2, s. 165—174, 1986

r_or

Niektoré poznatky o farbeni baktérii podla Grama

DAGMAR BUZINKAYOVA

Sthrn. Prica sa zameriava na skimanie vplyvu technickych faktorov na vysle-
dok farbenia buniek mikroorganizmov podla Grama.

Podla vysledkov price je na odfarbovanie gencidnovou violetou zafarbenych
a Lugolovym roztokom morenych buniek vyhodnejsie pouzit neutralizovany
etanol a nie zmes acetén—etanol. Ak sa preparity nefarbia rovnakym roztokom
farbiva kazdy defl, odporica sa pouzivat farbivo &¢erstvo pripravené. V pripade,
ze sa farbivom farbi kazdy den, je vyhodnejsie pripravit zédkladné stacasti farbiva
do zdsoby a podla potreby ich zlievat. Farbivo treba aplikovat na preparat cez
filter. Na farbenie st vhodné ¢erstvé (24 h) kultury, kedze tieto dévaju najjedno-
znatnejSie vysledky. Je vyhodné pripravovat prepardty tak, aby v nich bunky
boli v tenkom natere. Pri farbeni treba dodrziavat uréeny postup a éasy pdsobenia
jednotlivych roztokov.

Farbenie mikrobialnych buniek podla Grama mé v bakteriolégii taxonomic-
ki hodnotu [9]. S vysledkom farbitelnosti podla Grama koreluje rad fyziolo-
gickych, chemickych, fyzikadlnych a fyzikdlnochemickych vlastnosti bunky,
ako citlivost oproti enzymom a antibiotikdm, zmenenému osmotickému tla-
ku, kyslym a bazickym farbivim a zmendm povrchového napitia v médiu
[7, 8].

Pri¢inou odliného spriavania bakteridlnych buniek pri ich farbeni podla
Grama st dva typy bunkovych stien. V ultratenkych rezoch sa javi grampozi-
tivna bunkové stena ako jednoduché kompaktna vrstva. Bunkov4 stena gram-
negativnych baktérii ma typicki trojvrstvovi struktiru biologickych membran
Stavba bunkovej steny a tym aj odlisnd permeabilita pre komplex farbiva
gencidnové violet—jéd sposobuji zmenu farbitelnosti; grampozitivna bunko-
vé stena tvori bariéru pri extrakcii komplexu alkoholom. Grampozitivne bunky
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sa mézu zmenit na gramnegativne napr. mechanickym poskodenim ultrazvu-
kom, ale aj roztieranim so sklenym prachom. Nedostatoénym vysuSenim pri
fix4cii zdhrevom este vlhké bunky napuciavaji, vznikaji na nich submikrosko-
pické trhlinky a pévodne grampozitivne baktérie sa menia na gramnegativne.
Aj starnutim buniek sa pévodné gramnegativne stavaji zdanlivo grampozi-
tivnymi, ¢o tiez stvisi so zmenou permeability, preto sa na postdenie farbi-
telnosti podla Grama maji pouzivat iba mladé bunky. Aj prave kli¢iace spéry
grampozitivnych bacilov sa spravaji ako gramnegativne [1, 7, 9, 10].

Tento sposob farbenia, objaveny roku 1884, je pomenovany podla jeho auto-
ra Dana Christiana Grama. Hladal sposob, ako v mikroskopickych preparatoch
patologického plicneho tkaniva zafarbit pneumokoky tak, aby boli zafarbené
iba baktérie a pozadie ostalo bezfarebné. Toto sa mu podarilo, ked mikroskopic-
ké rezy zafarbil gencidnovou violetou, potom preparaty moril jédom a odfarbil
alkoholom. Pritom tkanivo pdévodne rovnako zafarbené ako baktérie bolo
mozné alkoholom opaf odfarbit a penumokoky ostali tmavofialové. Aplikaciou
tohto postupu farbenia aj na iné baktérie, napr. na salmonely sa ukéazalo, ze
tieto sa po moreni jédom opat odfarbuji podobne ako tkanivo a potom sa
dajt zafarbit kontrastnym farbivom, napr. fuchsinom alebo safraninom na éer-
veno. Sam Gram eSte nevystihol taxonomickd hodnotu tohto farbenia [1, 7].

Zmnak gramnegativity, resp. grampozitivity sa pouzil pri rozdeleni baktérii
na 19 Casti v 8. vydani Bergeyovho manualu ur¢enia baktérii [2]. Toto pred-
bezné skupinové zadelenie baktérii do urcitej casti podla v laboratériu lahko
zistiteIného znaku vyznamne ulahéuje ich identifikdciu, taxdciu a nomenkla-
taru.

V opisoch baktérii sa zvacsa jednoznacne udava ich farbiteInost podla
Grama. Skuseny a kriticky laboratérny pracovnik vsak vie, ze nim pozorovany
mikroskopicky preparat nemé vidy jednozna¢né znaky. Pri¢inou tohto javu
mézu byt biologické a technické faktory, ako napr. rézna farbitelnost buniek
sposobend rodovou a druhovou prislusnostou, ale aj kultivaciou a vekom,
odlisné zlozenie farbiaceho roztoku gencidnovej violeti, odlisné zloZenie rozto-
ku pouZitého na odfarbovanie, pokazené roztoky farbiv, nevhodné a nedostatoc-
né fixdcia preparatu, prili§ husty preparat, nedodrzanie postupu a nespravna
technika farbenia.

S biologickymi faktormi farbitelnosti baktérii podla Grama sa zaoberala
Herrmannové [5], priom dokézala, Ze variabilnost vysledku je vacsia pri
grampozitivnych ako gramnegativnych bunkéch. Vysledok zafarbenia buniek
pozorovanych v zornom poli mikroskopu hodnotila takto: jednoznacne a vy-
luéne grampozitivne (tmavofialové a fialovocierne zafarbenie), grampozitivne
bunky s éervenym leskom, priblizne rovnakd zmes grampozitivnych a gram-
negativnych buniek, prevazne gramnegativne bunky s malym poc¢tom gram-
pozitivnych buniek a jednoznaéne gramnegativne bunky.
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V tejto praci sme sa zamerali na skiimanie vplyvu technickych faktorov na
vysledok farbenia buniek mikroorganizmov podla Grama. Porovnali sme far-
biace postupy podla CSN [3] a podla Davisa [4] so zvla§tnym zameranim na
sposob odfarbovania pri Cerstvych a starsich kultirach, ako aj s ferstvym
a starSim farbivom.

Roztoky farbiv
Roztok A

Roztok B

Roztok C

Roztok D

Material a metoda

(SN 56 0100

2,5 9, alkoholicky roztok

gencidnovej violeti (1)

1 9% vodny roztok stavelanu

amoénneho (2)

roztok gencidnovej violeti

na farbenie (1) : (2) =
20 : 80

1g1, 2¢gKI,

300 ml dest. vody
neutralizovany etanol
(96 9,) (neutralizicia

roztokom NaOH na fenol-

ftalein)

1 g bézického fuchsinu
10 ml etanolu (96 9,)
100 ml 5 9, vodného
roztoku fenolu

Davis [4]

nasyteny alkoholicky
roztok gencianovej violeti

0,5 %, vodny roztok fenolu(2)
roztok gencidnovej violeti
na farbenie (1) : (2) =

10 : 90

1g1,,3gKI,

300 ml dest. vody
neutralizovany etanol

(96 9%,) alebo zmes
aceton—etanol (1 : 4)

1 g bazického fuchsinu
10 ml etanolu (96 9,)
100 ml 5 %, vodného
roztoku fenolu

Pri obidvoch postupoch sa na dofarbovanie pouzil zriedeny

roztok D (1 : 10)

Postup farbenia a ¢asy posobenia jednotlivych roztokov

Farbivo

CSN 56 0100 [3]

Davis [4]

3 min

1 min

kym sa vyplavuje 15—30 s

farbivo, nie viac

gencidnova violet 20 s
Lugolov roztok
(vrstvi sa na gencianova
violet) 20—30 s
odfarbovanie
etanolom

ako 30 s
oplachnut vodou
dofarbenie fuchsinom 30—60 s

opat opldchnut vodou

30 s
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Pozndmka. V origindlnej metéde Gramovho farbenia podla Davisa sa dofar-
buje neutralnou cerveriou. V nasich pokusoch sme pouzili zriedeny fuchsin pri
obidvoch sposoboch farbenia.

Na vySetrenie grampozitivity a gramnegativity mikroorganizmov sme po-
uzili tieto kultary ziskané na Katedre technickej mikrobioldgie a biochémie
ChTF SVST a Krajskej hygienickej stanici v Bratislave: Staphylococcus
aureus, Candida tropicalis, Pseudomonas putida, Pseudomonas ovalis, Staphy-
lococcus epidermis, Bacillus cereus, Enterobacter sp., Hscherichia coli a Citro-
bacter sp.

Vysledok farbenia preparatov podla Grama sme podla Herrmannovej [5]
a skisenosti, ktoré sme ziskali my, oznacovali takto:

G+ + jednoznaéne a vyluéne grampozitivne bunky,

G+a jednozna¢ne grampozitivne bunky, niektoré bunky gramnegativne,

G-+b grampozitivne bunky s ¢ervenym okrajom,

G+-c grampozitivne bunky s gramnegativnymi granulami,

G+ zmes grampozitivhych a gramnegativnych buniek,

G— gramnegativne bunky s malym poc¢tom grampozitivnych buniek,

G—— jednoznacne a vyluéne gramnegativne bunky.

Vysledky

Podla experimentalnych skisenosti dokumentovanych v tabulke 1 sa uké-
zalo, Ze na vysledok farbenia mikrobidlnych buniek podla Grama mal isty
vplyv sposob ich odfarbovania po zafarbeni gencidnovou violefou a moreni
Lugolovym roztokom. Tento vplyv sa prejavil najmé pri Cerstvych grampo-
zitfvnych bunkéich Candida tropicalis, ale nie pri starsich bunkach. Po odfar-
beni neutralizovanym etanolom a zafarbeni fuchsinom ostali bunky podla
odakévania jednoznaéne grampozitivne, kdezto pri odfarbeni zmesou acetén—
—etanol boli niektoré bunky gramnegativne. Toto platilo pre obe metédy far-
benia.

Bez ohladu na sposob odfarbovania buniek po ich zafarbeni gencidnovou vio-
letou a moreni Lugolovym roztokom javil sa rozdiel vo vysledku farbenia pri
cerstvych, ako aj star§ich bunkdch kultir Candida tropicalis a Pseudomonas
ovalis. Candida tropicalis pri farbeni podla CSN [3], s pouzitim starSieho farbi-
va vykazovala variabilitu v tom smere, Ze star§ie farbivo pri cerstvej, ako aj
starSej kulttre javilo sklon zanechivat v preparite isty pocet gramnegativ-
nach buniek a v jednom pripade dokonca rovnomerni zmes grampozitivnych
a gramnegativnych buniek. Aj pri gramnegativnych bunkach kultiry Pseudo-
monas ovalis sme zaznamenali, Ze pri pouziti starsieho farbiva boli v preparate
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dost velké nepravidelnosti v ich zafarbeni. Pritom bol zretelny rozdiel medzi
Cerstvou a starsou kultirou. V starsej kultire sme v preparate zafarbenom star-
§im farbivom nachadzali castejsie bunky zafarbené ako grampozitivne s men-
§im poétom gramnegativnych buniek, a to pri oboch sposoboch odfarbovania.
V &erstvej kultire bol tento rozdiel menej vyrazny.

V zafarbenych preparatoch kultary Staphylococcus aureus sa javil predovset-
kym badatelny rozdiel v celkovom vzhlade preparitu medzi spésobom zafar-
benia podla CSN [3] a podla Davisa [4]. Tento rozdiel neovplyvnil vek kulttry
a farbiva ani spdsob odfarbovania. Rozdiel vo vysledku sa manifestoval v jed-
noznac¢ne grampozitivnom zafarbeni buniek pri farbeni podla Davisa [4]; bun-
ky boli zretelne modré (nie fialové). Pri zafarbeni podla CSN [3] boli samé bun-
ky tmavsie (fialové), ale ich okolie sa do znacnej miery farbilo do ruzova, ¢o
zapricinilo, ze celkovy vzhlad preparatu bol taky, ako by islo o gramnegativnu
kultiru, ¢o by mohlo lahko zmiast menej skiseného pracovnika. Narucka [6]
udéva, ze niektoré kmene Staphylococcus aureus byvaji opuzdrené alebo po-
tiahnuté mukéznou latkou, ¢o moéze byt znakom stupna ich virulencie.

V tabulke 2 st vysledky hodnotenia preparatov, ktoré boli tiez farbené obid-
voma metédami, ale odfarbované uz iba etanolom, pretoze tento sposob sa
v predchidzajicich pokusoch javil ako vyhodnejsi. Dal$imi premennymi tu
boli vek kultiry a farbiva. Sledovali sme ¢erstva kulttru (24 h) a start kultiru
(14 d). Takisto sme pouzili farbivo Cerstvé a 14-dnové.

Zvlastny jav sme tu pozorovali pri farbeni kultiry Staphylococcus epidermi-
dis s Gerstvym farbivom podla (CSN [3]. Preparat bol miestami husty a miesta-
mi riedky. Na riedkych miestach bola vac¢sina buniek jednoznaéne grampozitiv-
na s niekolkymi bunkami, ktoré boli jednoznatne gramnegativne. Na inom
mieste preparatu, kde boli bunky velmi husto vedla seba, bola priblizne rovna-
ké zmes grampozitivnych a gramnegativnych buniek. Rovnaky preparat, ale
s riedko rozprestrenymi bunkami zafarbenymi podla Davisa [4], bol jednoznac-
ne grampozitivny, pricom okraje buniek boli zretelne ¢ervené. Pri ostatnych
kombindcidch veku kultiry a farbiva, ako aj spésobu farbenia nebol v cerstvej
kultdre medzi ¢erstvym a starym farbivom (pod starym farbivom rozumieme
také, ktoré stalo dlhsi ¢as, napr. 14 dni, nepouzité a ktorého vlastnosti sa mohli
nekontrolovane zmenit) pozorovatelny rozdiel, bunky boli jednoznac¢ne gram-
pozitivne s Cervenym okrajom. Stard kulttra farbena starym farbivom podla
(SN [3] i podla Davisa [4] vykazovala jednoznatne a vyluéne grampozitivne
bunky bez ¢erveného okraja.

Pri farbeni Cerstvej a starej kultry Bacillus cereus cerstvym i starym farbi-
vom sme pozorovali tieto rozdiely v zafarbeni preparatu: najmarkantnejsi
rozdiel bol medzi starou a Cerstvou kultirou a v preprate starej kulttry bolo
vidiet pri oboch spdsoboch farbenia s pouzitim ¢erstvého a starého farbiva,
ze bunky boli sice grampozitivne, ale vykazovali vyraznti gramnegativnu gra-
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nuldciu, ¢o mohlo stvisief aj s tvorbou spér a ich klicenim. Tento jav sme ne-
pozorovali v Cerstvej kultire, ¢i bola farbend Cerstvym alebo starym farbi-
vom. Bunky boli jednoznaéne a vyluéne grampozitivne s vynimkou v &erstvej
kulttire a Cerstvom farbive podla CSN [3]. kde sme v preparite pozorovali
okrem jednoznacného grampozitivneho zafarbenia aj niektoré gramnegativne
bunky.

Dalej sme pozorovali preparat kulttry, ktord bola oznacena ako Euterobac-
ter sp. a podla znamych skutocnosti mala byt gramnegativna. Tdto skuto¢nost
sa vo farbeni vSetkymi spésobmi v podstate potvrdila. Pri blizSéom posideni
zafarbenych preparatov sa vsak javil isty rozdiel v starej a Cerstvej kultire.
Stard kultdra zafarbend Cerstvym farbivom podla CSN [3], ako aj podla Da-
visa [4] bola gramnegativna, s malym poc¢tom grampozitivnych buniek. Rov-
naké kultira zafarben4 starym farbivom bola podla CSN [3] tiez gramnega-
tivna s malym poc¢tom grampozitivnych buniek, ale zafarbend podla Davisa [4]
bola jednoznac¢ne a vyluéne gramnegativna. Pri farbeni ¢erstvej kultdary viet-
kymi kombindciami bola jednoznac¢ne a vyluéne gramnegativna iba ta, ktord
bola farben4 &erstvym farbivom podla CSN [3]. Pri ostatnych kombinacidch
sme v preparate pozorovali zmes grampozitivnych a gramnegativnych buniek.

Dalsou podla znimych skutotnosti gramnegativnou kultérou boli bunky
Escherichia coli. Jednoznacne gramnegativne sa farbili staré kultdry, pricom
sa nepravidelne vyskytol aj maly po¢et grampozitivnych buniek. Naproti tomu
cerstvé kultura javila pri oboch spdsoboch farbenia ¢erstym i starym farbivom
podobni tendenciu ako Enterobacter sp. Zo $tyroch preparatov ¢erstvej kultiuy
zafarbenej podla CSN [3] a podla Davisa [4], terstvym a starym farbivom,
jednoznacne a vyluéne gramnegativne bunky boli iba v preparite. ktory bol
zafarbeny &erstvym farbivom podla (SN [3]. V ostatnych pripadoch sme v za-
farbenom preparate pozorovali rovnomernt zmes grampozitivnych a gramne-
gativnych buniek.

Poslednou gramnegativnou kultirou boli baktérie rodu Citrobacter. Aj tu
bola stard kulttira vo vsetkych pripadoch jednoznac¢ne eramnegativnejsia ako
Cerstvd kulttra. V Cerstvej kultire bola vyslovene grammnegativna (s malym
po¢tom grampozitivnych buniek) iba t4, ktord bola zafarbena cerstvym farbi-
vom podla CSN [3]. Staré farbivo podla CSN [3], ako aj farbivo podla Davisa
[4] dévali zmes grampozitivoych a gramnegativnych buniek.

Diskusia

Zhodnotenim naSich experimentalnych skisenosti s farbenim kultdr gram-
pozitivnych a gramnegativnych mikroorganizmoy sme nadobudli tento nézor:
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a) Vyznamny vplyv na vysledok farbenia kultir podla Grama mé roztok
a spésob odfarbovania buniek zafarbenych gencidnovou violefou a morenych
Lugolovym roztokom. Odfarbovali sme neutralizovanym etanolom a zmesou
acetén—etanol. Lepsie a jednoznacnejsie vysledky sme ziskali odfarbovanim
neutralizovanym etanolom. Toto sa vyznamne prejavilo pri grampozitivnych
kultdrach.

b) Obidva sposoby odfarbovania, podla CSN [3] i podla Davisa [4], sa dajt
pouzit. Podla nasich pozorovani sa farbenie podia CSN velmi dobre osvedé&ilo
pri gramnegativnych bunkdch, pri pouziti ¢erstvého farbiva a v erstvej kultt-
re. V tychto pripadoch sme najcastejsie dostdvali jednozna¢ne gramnegativne
vysledky. Pri farbive starom 14 dni podla CSN [3] sme ¢asto dostavali menej
jednoznacné vysledky. Pri grampozitivnych bunkach sa ndm javilo vyhodnej-
gie farbivo podla Davisa, pomocou ktorého sme castejsie ziskali jednoznaéne
grampozitivne vysledky. V spornych pripadoch preto odporicame farbit si-
¢asne podla CSN [3] a podla Davisa [4].

¢) Vyznamnou otdzkou je Cas pouzitelnosti rcztoku toho istého farbiva
gencidnovej violete. VSeobecne je zndme, Ze na farbenie pripraveny roztok je
iba obmedzene trvanlivy. V CSN [3] sa uvadza pouzitelnost 7—14 dni. Podla
nasSich sktsenosti sa javilo vyhodnejsie pouzit cerstvé farbivo, ked sa rovnakym
farbivom nefarbi kazdy den. Vtedy je vyhodnejsie pripravit farbivo zliatim
roztoku gencidnovej violete, roztoku stavelanu aménneho, pripadne fenolu
a aplikovat ho na preparat cez filter.

d) Vek kulttry sa jednoznatne prejavil pri grampozitivnych organizmoch.
Strnast dnf stard kultira Bacillus cereus a Candida tropicalis davali menej
jednoznacné vysledky. Pri grampozitivnych pali¢kiach javili tendenciu k vy-
raznej granuldcii a u Candida tropicalis niektoré bunky stracali schopnost
udrzat gencianovi violet. Na zéklade naSich skusenosti mézZeme iba potvrdit,
ze taxonomicky vyznam Gramovho farbenia plati iba pre Cerstvé (24 h) kul-
tary.

e) Vsimli sme si, Ze na vysledok farbenia buniek v preparate ma vyznamny
vplyv aj jeho hustota. Miesta s velkym po¢tom buniek bez medzipriestoru sa
spravidla farbili inak ako bunky v riedkom nétere. Odporitame pripravovat
preparaty tak, aby boliriedke.

f) Z praxe méame skiisenost, Ze farbenie podla Grama, najma dodrziavanie
tasov pésobenia jednotlivych roztokov, podlicha znaénej Iubovéli pracovnikov.
Néam sa osvedtilo dodrZiavanie ¢asov pdsobenia podla prislusnych predpisov.
Preto odporticame, aby na mieste, kde sa spravidla farbia preparaty, bol vy-
veseny postup farbenia Citatelny aj z vicsej vzdialenosti. Mimoriadne délezity
je Cas pri odfarbovani prepardtu alkohclom po jeho zafarbeni gencidnovou
violefou a moreni Lugolovym roztokom.
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Heroropoie nosunauist 06 oxkpacke Oarrepuii no merony I'pama
Peswome

PafoTa moOCEsAIIena wWCCIe0BAHMIO BIHAHNS TEXHMUCCKUX (AKTOPOB Ha PeayIbTaThl
OKPACKE KIETOK MWKPOOPraun3MoB 1o meroay I'pama.

13 pe3yabraToB PadOTHL CleJiyeT, 4To s 00eCHBEUMBAHUA KICTOK, OKPALICHHBIN I€H-
IIMAHOBLIM (DIOTETOBLIM I NPOTPABJICHHLX pPacTBOpoM JII0roif, BHICOIHEE NPHMCHHTH
HeHTPATIB0BAHHLII DTHIOBLI COUPT, a He CMeCh aTleTOHA 3 OTINIOBCTO crupTa. Ecmim npe-
naparsl He OKPAMNBAIOTCS KamlOi JIeHL O HHAKOBLIM PACTBOPOM KPACHTET, LEKOMEH-
JYeTCs IPIMEHsTh CBEE NPUIOTOBIEHHLII KpacuTe h. B ToM ciyuae, ecil ORpalliBaHie
KpacuTeeM IPOBOJHUTCS €Ke[HCBHO, OJICe BRITOHO HPHTOTOBITL OCHOBHLIE COCTABIAIONLIC
KpacuTes i WPO Bamac, If 1Mo Mepe Ha 00HOCTH X CBaTh. Kpacuteas HE0OXOMMMO mpu-
MeHITH HAa mpemapar uepes QuunTp. [ oRpamuBaHIsT IPHTOHLL CBesRue (24) KyJIBLTYDLI,
MOCKOJILKY OHH JAIOT CaMble OJIHOZHAUYHBIC PC3YALTATH. BLIT0THO MPHIOTOBIATD IPEHapaTs
TaRUM 00Pa30M, YTOGH KICTKA B HUX ObLIi B ToHROM c10e. 1Ipi oRpamuBagnn BEOOX0HMO
COOMIONATE MPeAMICAHKLIT TOPAJOK M BPEMA JeliCTBIH OTIC.ILHBIX PACTBOPOB.
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Some facts concerning the dyeing of baeteria aceording to Gram

Summary

The influence of technical factors on the results of dyeing the microorganism cells
according to Gram is studied in this contribution.

Neutralized ethanol was found to have better decolourizing effect on cells dyed by
gentian violet and pickled by Lugol sclution than the acetone-—ethanol mixture. If
the preparates are not dyed with the same dye solution each day, fresh dye should be
used. When the dye is used every day, it is more advantageous to prepare the basic dye
components in supply and decant them according to need. The dye should be applied
to the preparate through a filter. Fresh (24 h old) cultures are suitable for dyeing as they
produce the most unambiguous results. The preparations should be prepared in such a way
that the cells in them should be spread. sparsely. During dyeing one should keep the given
procedure and operation times of individual solutions.
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