Herstellung fixierter und gefarbter Praparate

Um Bakterien unter dem Mikroskop gut sichtbar zu machen, werden sie in gefarbtem

Zustand betrachtet.

Zur Anfarbung von Bakterien ist 1884 eine Methode von GRAM entwickelt worden,
die Gramfarbung. Sie basiert auf der selektiven ( =spezifischen )Anfarbung der

Bakterienzellwand.

Die Eigenschaft einer Gruppe von Bakterien, den basischen Farbstoff Gentianaviolett
zu binden ist aufl3erdem ein wichtiges taxonomisches ( Taxonomie = Ordnung der
Organismen nach Verwandtschaft ) Merkmal, da miteinander verwandte Bakterien

haufig ahnliche Eigenschaften zeigen.

Durchfuhrung der Gramfarbung :

1.) Objekttrager reinigen ( er muf3 fettfrei sein ).

2.) 1 Tropfen der zu untersuchenden Bakterienlésung auf den Objekttrager geben.

3.) Lufttrocknen und Hitzefixierung : Praparat an der Luft trocknen lassen und kurz
durch die Flamme eines Bunsenbrenners ziehen.

4.) Auf das Praparat einen Tropfen Gentianaviolett geben und 2 min einwirken
lassen. Dann Uberschissige Losung ablaufen lassen.

5.) Auf das Préparat einen Tropfen Lugol scher L6sung ( jodhaltig) geben und 2 min
einwirken lassen. Mit dest. Wasser nachspulen.

6.) Objekttrager in Ethanol tauchen bis sich blaue Wolkchen ablésen.

7.) Gegenfarbung : Auf das Praparat einen Tropfen Fuchsin ( Farbstoff ) geben.

Einwirkdauer : 2 min. Dann mit dest. Wasser nachspulen und trocknen lassen.



Erklarung :

Durch die Behandlung mit dem blauen Farbstoff und der jodhaltigen Lésung bildet
sich ein Jod-Farbstoff Komplex, der in Wasser unléslich, in Alkohol und Aceton nur
mafig loslich ist. Bakterien, deren Zellwand den blauen Farbstoff ( Jod-Farbstoff-
Komplex ) zurickhalten — also blau bleiben — hei3en grampositive Bakterien. Die
gram negativen Bakterien werden durch den Alkohol entfarbt und mit Hilfe von roten
Fuchsin sichtbar gemacht.

Der Grund fur die Anfarbbarkeit liegt im Aufbau der Zellwand. Sie besitzt eine
Stutzschicht aus Murein und eine Lipoprotein- und Lipopolysaccharidschicht. Bei
gramnegativen Bakterien ist die Stitzschicht dinn und die Lipoprotein- /
Lipopolysaccharidschicht dick. Genau umgekehrt ist es bei den grampositiven Zellen.
Dieser  unterschiedliche  Zellwandaufbau bewirkt eine  unterschiedliche

Durchlassigkeit fur den Jod-Farbstoff- Komplex.



Geil3elfarbung nach Leifson ( fur Bakterien )

LOsungen :
Gerbsaurelosung : 1,5 g Tannin

0,75 g NaCl beides in 100 ml Aqua dest. lI6sen
Fuchsinlésung : 1,2 g basisches Fuchsin in 100 ml 95 % igen Ethanol l6sen

Gebrauchslosung : 2 Teile Gerbsaurelésung und 1 Teil Fuchsinlésung mischen.
Die LOsung ist sofort verwendbar und in einer braunen Flasche im kuhlschrank ca. 6
Wochen haltbar.

Anwendung :

Die Gebrauchslosung mufd Zimmertemperatur haben. Objekttrager reinigen ( er muf3
100 % fettfrei sein ! ). Dann einen Tropfen der zu untersuchenden LOsung auf den
Objekttrager geben und an der Luft trocknen lassen ( nicht erhitzen).

1 ml der Gebrauchslésung auftropfen und 6-12 min (abhéangig von Alter der Lésung )
einziehen lassen. Die Farbung gilt als abgeschlossen, wenn ein metallischer Glanz
auftritt. Farblésung mit Leitungswasser abspulen, ohne sie vorher vom Objekttrager
zu kippen. Man kann nachtraglich noch mit Methylenblau nachfarben ( dann

ebenfalls mit Wasser nachsptilen ).

Erklarung :

Durch das Tannin werden die Geil3elproteine zum Aufquellen gebracht und
erscheinen dann gréf3er. Zur Farbung dient Fuchsin (rot) oder Methylenblau. Es lohnt
sich mehrere Préparate anzusetzen und unterschiedlich lange zu farben, um die

GeilRelfarbung sicher zu stellen.



Sporenfarbung nach Bartolomew und Mittwers ( Bakter iensporen )
LOosungen :
Malachitgrinlésung : 7,6 g Malachitgriin in 100 ml Aqua dest. l6sen

Safraninlésung : 0,25 g Safranin in 100 ml Aqua dest. l6sen.

Anwendung :

Luftgetrocknete Ausstriche zur Fixierung ca. 20 mal durch die blaue Bunsenflamme
ziehen und 10 min mit Malachitgrin farben. Dann 10 sec mit Leitungswasser spulen
und 5 min mit Safranin farben. Spulen mit Leitungswasser und lufttrocknen. Die

Sporen sind griin und tbrige Zellen rot.



