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Princip: Gramovo barveni je zdkladni a jednoduchd barvici technika, wvyuZzivand zejména
v mikrobiologickych laboratofich. Jejim hlavnim cilem je rozdéleni bakterii na tzv. gram pozitivni a gram
negativni. Do téchto skupin se bakterie fadi v zavislosti na stavbé své bunééné stény. Grampozitivni
bakterie maji ve sténé tlustou vrstvu peptidoglykanu a polysacharidy, tyto vrstvy brani vymyti modrého
komplexu krystalové violeti a Lugolova roztoku alkoholem. Zatimco v gramnegativni bakterie maji jen
tenkou vrstvu peptidoglykanu a lipopolysacharidy krystalova violet se alkoholem vymyje a dale se
preparat dobarvujeme karbolfuchsinem nebo safraninem

Postup:

1. preparat (natér vzorku nechdme na vzduchu oschnout, fixujeme plamenem kahanu 3x
protahneme)

2. na preparat kdpneme roztok krystalové violeti a nechame pusobit cca 20 sekund

3. bez oplachnuti pfikdapneme Lugollv roztok a nechame pUsobit 20 - 30 sekund

4. odbarvujeme acetonem - lijeme opatrné na zeSikmené sklicko nad natér, pfes preparat
nechavame volné stékat do odtékani barvy, maximalné vsak 20 sekund

5. oplachneme destilovanou vodou stejné opatrné jako pfi odbarvovani

6. dobarvime ziedénym karbolfuchsinem (nebo safraninem) 30 - 60 sekund

7. oplachneme vodou a ususime vloZzenim mezi dva filtra¢ni papiry

Uplatnéni metody: Metoda se uplatiiuje v rozliSovani bakterii v mikrobiologické laboratofi

Uskali metody: Nejprve se vidy musime ujistit, zda ndmi pouZivané chemikélie nejsou po datu
expirace, v takovém pfipadé je nemUiZeme pouZit, protoZe nelze zarudit jejich spravnou reakci. DlleZité
je také dodrzeni casl pUsobnosti jednotlivych barvicich roztok(. Dale neni Zadouci, aby nami pouzité
kultury byly staré, v takovém pripadé mohou byt gramlabilni tzn. Barvi se pouze ¢aste¢né rliznymi
barvami.

Pristrojové vybaveni: Pro provedeni Gramova barveni je potfebny pouze kahan k fixaci fezu. Déle
z technickych pomucek: pouzivdme podlozni sklicka k bakterialnimu nanosu, ktery provadime za
pomoci vatové vytérové tycinky. Filtrani papir, do kterého pokladdme obarvend sklicka (z dlvodu
vysuseni). Potfebné chemikalie: krystalova violet, Lugolv roztok, alkohol a nakonec dle dostupnosti
vyuzivame bud karbolfuchsin nebo safranin.

Odbér a transport: Gramovo barveni vyuzivdme zejména v mikrobiologickych laboratofich, tudiz vyuZzit
Ize Sirokou Skalu bakterii, pficemzZ kazda ma jiné ndroky na odbér i transport. Existuji i vyjimky, které
timto barvenim nelze znazornit jednd se napfiklad o mykobakterie, které maji vysoce hydrofobni sténu
a barviva pfijimaji obtizné. Material odebirame vétsinou vatovou vytérovou tycinkou, jedna —li se o
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vytér z téIni dutiny ¢i rany, dale se mlZe jednat o moc, krev, stolici nebo punktaty. Transport do
laboratore by mél probéhnout v co nejkratsim mozném case. Atmosféra a teplota pfi transportu zalezi
na typu odebraného materialu.
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