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Gramovo barveni bakterii

Cil, teorie:
a) seznamit s nejpouzivanéjsi technikou barveni bakterii

b) seznamit s pouzitim klasického taxonomického déleni bakterii na gramnegativni a
grampozitivni bakterie — morfologicka analyza

Bunécna sténa bakterii je duleZitda povrchovd struktura prokaryotni bunky. Sténa
zajistuje tvar bakterii a umozriuje jim preZiti v hypotonickém prostiedi.

Podle techniky Gramova barveni podle stavby bunécné stény rozliSujeme bakterie
grampozitivni (G+), gramnegativni (G-), bakterie bez bunécné stény a bakterie s porusenou
bunécnou sténou. Bakteridlni bunécné stény obsahuji peptidoglykan (murein), ktery patfi
mezi polymery. Gramovo barveni, jedna z nejpouzivanéjSich technik barveni bakterii v
mikrobiologii. Technika je pojmenovdna podle danského bakteriologa Hanse Christiana
Grama. Metoda je urcena k rozliSeni bakteridlnich druhl do dvou hlavnich skupin podle
chemickych a fyzikalnich vlastnosti jejich bunécné stény.

Jako pomucka pro zapamatovani po sobé jdoucich barviv a krok( slouzi slova VLAK nebo VLAS,
jednotliva pismena oznacuji pouZité barvici roztoky — V (krystalova violet), L (Lugoldv roztok),
A (alkohol - ethanol nebo aceton), K (karbolfuchsin) nebo S (safranin).

Zaciname aplikaci prvniho barviva, krystalové violeti, na fixovany vzorek bakteridlni kultury.
Po oplachu se ndsledné prida Lugol(iv roztok jodu, ktery plsobi jako moftidlo. Poté se vzorek
oSetfi acetonem/ethanolem, ktery funguje jako odbarvovac. Role acetonu/etanolu je velmi
dilezita, protoze urcuje konecné zbarveni bakterii. Grampozitivni bakterie maji pomérné
silnou vrstvu peptidoglykanu a proto krystalovou violet zlistava v bunééné sténé, vysledkem
je modrofialovy vzhled. Naproti tomu gramnegativni bakterie maji tenkou peptidoglykanovou
vrstvu a po pusobeni ethanolu dochazi k vymyti krystalové violeti. Proto je tfeba nasledné
pouzit dalsi barvivo, safranin nebo karbolfuchsin, ¢imz se gramnegativni bakterie zbarvi do
rdzova nebo Cervena.

Gramovo barveni maze byt ovlivnéno fyziologickym stavem bunék, starfim bunécné kultury
a slozenim kultivaéniho média. Proto v urcitych pfipadech mizeme mluvit o tzv. gramlabilité.
Pro barveni se vyuZivaji Cerstvé narostlé bakterie. Bunky totiz mohou ztratit svoji
grampozitivitu napf. mechanickym poskozenim, UV zadrenim, plisobenim kyselin, zdsad di
rozpoustédel.

Vlastni pracovni postup byl inovovan na zakladé praktickych zkusenosti z laboratornich cvi¢eni
v minulych letech, zejména zkracenim doby barveni.

Material a pristrojové vybaveni:

Bakterialni kultury riznych druht bakterii ze skupiny hodnocené jako BSL 1, které se vyskytuji
v béiné v Zivotnim prostredi — Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, laktobacily, Streptococcus
thermophilus apod., opticky mikroskop, preparacni souprava, podlozni sklicka, imerzni olej,
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pipety, destilovana voda, roztok krystalové violeti, LugolUv roztok, safranin, ethanol, kadinky,
pracovni rukavice.

Vlastni pracovni postup

a) Na Cisté podlozni sklicko naneste do kapky sterilni destilované vody bakteridlni
kulturu a vytvotfime bakterialni suspenzi. Nechame dobfe zaschnout!!

b) Provedte fixaci preparatu, tzn. preparat 3x po sobé protdhnete plamenem kahanu.
Po vychladnuti provadime barveni.

c) Preparat barvime 20-50 sekund roztokem krystalové violeti (modra barva).
d) Prevrstvime na 20-50 sekund Lugolovym roztokem.

e) Prevrstvime etanolem nebo acetonem max. 10-15 sekund, odtéka fialovy roztok.
(Odbarvujeme jen gramnegativni bakterie, grampozitivni zUstavaji modré!).

f) Ddukladné oplachneme destilovanou vodou.

g) Barvime 30-60 sekund roztokem karbolfuchsinu nebo safraninu. (Obarvujeme
gramnegativni bakterie na erveno).

h) Osusime filtraCnim papirem a pozorujeme imerznim objektivem.

i) Podle zbarveni preparatu zjistime, jestli predloZzena kultura obsahuje G* nebo G
bakterie.

Ziskané vysledky a vvhodnoceni

Do protokolu velmi peélivé popiSeme ¢éas barveni v jednotlivych krocich u jednotlivych
preparatd, dobu oplachovani preparatl a vysledek barveni.

PopiSeme pripadné ¢asové a dalsi odchylky, ke kterym doslo v priibéhu vlastni prace.

Diskuse a zavér

Zjistime, s jakymi vysledky se setkali dalsSi studenti ve skupiné, provedeme diskusi.



