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Kapitel 1
Alment om bakteriefarvning

Farvestoffer anvendes inden for bakteriologien for at tydeliggere bakterie-
cellens omrids med henblik pd formdifferentiering, for at pavise organeller
og andre specielle strukturer, fx. veegbygning, og for at pavise specielle makro-
molekyler, fx. inklusioner.

Blandt de mange forskellige metoder, der er udviklet til farvning af bak-
terier og bakteriebestanddele, skal kun omtales folgende, almindeligt anvendte
metoder: generel farvning med metylenbldt, Gram-farvning, Ziehl-Neelsen-
farvning og flagelfarvning. Indferelsen af fasekontrastmikroskopi har gjort,
at metoder til fx. sporefarvning og kapselfarvning sjeldent er nedvendige i
det mikrobiologiske laboratorium, og har i evrigt ogsa til dels overflodiggjort
generel farvning.

1. Feelles historisk indledning

Studiet af bakteriernes morfologi var i de forste 200 ar heemmet af de ufuld-
komne mikroskoper og af manglen pa farvemetoder.

De billeder man si i mikroskoper som dem hollenderen Leeuwenhoek
(1632-1723) og hans efterfolgere brugte, var kun svagt forsterrede (hejst
300 x), og desuden var de lyssvage, uklare og mangefarvede pa grund af kro-
matisk og sferisk aberration. Disse ulemper fjernedes efterhianden. Bedre
belysninger opniedes ved hjelp af spejle, kondensorer og blendere. Kro-
matisk og sferisk aberration forsvandt, og oplesningsevnen (forsterrelsen)
blev forbedret, da man indferte sammensatte akromatiske linser (Amici 1824
og iser Abbé 1883). Ogsi indfarelsen af immersionsvasker var et fremskridt
(vandimmersion indfgrt af Amici ca. 1850, oliecimmersion af Abbé i 1878).
Fra begyndelsen af 1880’erne var mikrobiologerne derfor udstyret med lys-
mikroskoper, som i ydeevne ikke adskilte sig meget fra dem, der bruges i dag.
De gradvise fremskridt i mikroskopets udvikling afspejler sig tydeligt i bakte-
riologiens historie. I 1830°erme, da de forste akromatiske linser kom i brug,
opdagedes de forste parasitzere sygdomme, nemlig dem som skyldes svampe
(Bassi 1835; Schonlein 1839; Gruby 1841), og man opdagede geersvampenes
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tilstedevaerelse ved alkoholiske forgaeringer (Cagniard-Latour 1837; Swann
1837). Efter at yderligere forbedringer i linserne var ndet i begyndelsen af
1880’eme, og farvemetoderne var taget i brug, fulgte slag i slag beskrivelserne
af de patogene bakterier. (Cit. fra Lechevalier & Solotorovsky 1974 og Col-
lard 1976).

Foruden af de ufuldkomne mikroskoper var udforskningen af bakterier
vanskeliggjort af, at bakterierne i fugtige, ufarvede preeparater viste for ringe
kontrast i forhold til det omgivende medium, og af at der var sa sterk uro i
praparatet pd grund af molekylarbevagelse og evt. flagelbevagelse, at pree-
cise tegninger og malinger ikke kunne udfares (Koch 1877).

Naturlige farvestoffer, som udvindes af plante- og dyrematerialer, har
i arhundreder varet brugt til farvning af tekstiler, og desuden har nogle f& uor-
ganiske stoffer veret anvendt. Engleenderen Grew synes at vaere den forste,
der anvendte et sddant farvet ekstrakt fra et insekt til plantehistologisk ar-
bejde (1682). Leeuwenhoek anvendte i 1714 som den forste plantefarve-
stoffet safran til farvning af dyrisk vav. Forskellige naturlige farvestoffer
brugtes i den efterfplgende tid til histologisk arbejde, bl.a. indferte Goeppert
& Cohn i 1849 karmin og Waldeyer i 1863 haematoxylin. Et stort fremskridt
var introduktionen af de syntetiske anilinfarver i 1856 af Perkin, og Beneke
var den forste der benyttede et anilinfarvestof til histologisk arbejde (1862)
(cit. fra Culling 1963, Jensen 1964 og Gurr 1965).

I 1862 farvede Hoffmann — formentlig som den forste — bakterier i fugtzgt
preeparat med en fuksin- eller karminoplesning (cit. fra Hoffmann 1869
og Loeffler 1887), og danskeren Salomonsen anvendte i 1877 en jodjodkalium-
oplesning og senere svovlsur rosanilin til farvning af fugtige praeparater. Weigert
var den forste, der i farvede snitpreeparater af vev erkendte bakterier (1871),
og han benyttede i 1875 med held hamatoxylin- og siden anilinfarvning
specielt til pavisning af bakterier i vaevssnit. Denne metode blev ligeledes
brugt af Billroth & Ehrlich (1875-77) (cit. fra Koch 1877, Loeffler 1887 og
Salomonsen 1904).

Det var imidlertid Koch, der indferte principperne for farvning af tort
preeparat. 1 1877 angav han metoder til fremstilling, fiksering, farvning, foto-
grafering og konservering af torre preparater. Han viste, at anilinfarvestoffer,
specielt vandige oplesninger af metylviolet eller fuksin, var de mest velegnede
til farvning af bakterieceller, og at svingtride kunne farves med en koncen-
treret vandig oplesning af Campeche-treeekstrakt (indeholder hsematoxylin
og garvesyre). Med fremkomsten af Koch’s arbejde var der d4bnet muligheder
for at sammenligne og dokumentere ngjagtige mikroskopiske observationer,
hvilket tidligere havde vaeret umuligt.
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I lpobet af 1880°erne udvikledes de forste specielle farvemetoder. Koch of-
fentliggjorde i 1882 en metode til farvning af tuberkelbakterier, som forbed-
redes af Ehrlich (1882), af Ziehl (1882) og af Neelsen (1883). Gram pub-
licerede i 1884 sin metode til i vaevssnit at skelne mellem cellekeerner og
bakterier, der senere fik saerlig betydning ved ogsi at adskille de to hoved-
grupper af bakterier, grampositive og gramnegative, og Loeffler offentlig-
gjorde i 1889-90 en metode til at farve bakteriers svingtrdde. Omkring ar-
hundrededskiftet var der fremkommet et stort antal farvemetoder og vari-
anter heraf, som bl.a. omtales i arbejder af Unna (1888), Neisser (1889),
Salomonsen (1894) og Grimme (1902) samt af Friedberger & Reiter (1912).

2. Fysisk-kemisk baggrund

a) Farveopfattelsen

Almindeligt hvidt lys bestar af en blanding af alle spektrets forskellige farver.
Fire er sakaldt rene farver eller urfarver: rodt, gult, gront og blit, og tre er
grundfarver: redt, gront og blat, hvoraf alle andre farver kan sammenszttes.
Tilsvarende har det menneskelige @jes nethinde lysfelsomme tappe med tre
forskellige folsomhedsmaxima ved henholdsvis redt, grent og blat (trikro-
matisk). Hvis en genstand i almindeligt hvidt lys har en farve, er det fordi
genstanden absorberer nogle af spektrets farver, mens andre transmitteres
eller reflekteres til gjets nethinde, og disse forhold bestemmer med hvilken
farve genstanden opfattes. Sorte genstande absorberer alle spektrets farver,
hvide absorberer enten ingen farver eller reflekterer to farver, som tilsam-
men opfattes som hvid (komplementerfarver). Mens det normale oje er
trikromatisk, mangler farveblinde personer én eller flere af de tre farveop-
fattelseskomponenter (de kan altsA veaere dikromate eller monokromate),
hvorfor de vil fejlopfatte visse farver og dermed forveksle dem. Dette kan
have stor betydning fx. ved mikroskopi af Ziehl-Neelsen farvede preepa-
rater, hvor de rode TB-bakterier af nogle farveblinde ikke kan skelnes fra
en gul, gron eller bla baggrundsfarve.

De fleste organiske forbindelser absorberer ikke lysbelger svarende til det
synlige spektrum (400 nm (violet) — 750 nm (redt)), men derimod lysbalger
fra det ultraviolette omride. Ved tilstedevarelse af sikaldte kromofore grup-
per (dvs. grupper med dobbeltbindinger eller tripelbindinger, fx. =C=N-,
-N=N-, =C=C, =C=8), der indeholder lgst bundne elektroner, rykker absorp-
tionen ind mod eller ind i den synlige del af spektret. Denne virkning kan
forsteerkes veesentligt, ndr en kromofor gruppe er bestanddel af et konjugeret
system, dvs. et system som indeholder vekslende enkelt- og dobbeltbindinger.
Af vasentlig betydning for farven er ogsid de sikaldte auxokromer, der er
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atomgrupper med et disponibelt elektronpar (OH, NH, samt alkylsubstitutter
af disse grupper), som kan inducere en elektronforskydning i det konjuge-
rede system og derfor “fordybe’ en allerede forhindenverende farve, men
ikke i sig selv gore et farvelpst stof farvet (cit. fra Jensen 1964 og Gurr 1965).

b) Farvestoffernes kemi

_Alle farvestoffer til bakteriologisk brug er syntetiske, organiske produkter,
sakaldte anilinfarver. Anilin, som industrielt fremstilles ved reduktion af nitro-
benzen, er en farvelps vaeske med formlen CqoHsNH,, altsd en primeer amin
af benzen.

I 1834 viste Runge, at anilin fra stenkulstjeere danner merkt farvede for-
bindelser med iltningsmidler, og den forste egentlige anilinfarve (det violette
mauvein) fremstilledes af Perkin i 1856 ved oxidation af anilin med krom-
syre. I 1859 fremstilledes fuksin af Verguin ved iltning af en blanding af anilin
og toluidiner, og i 1862 blev af Beneke for forste gang et anilinfarvestof an-
vendt til mikroskopipraeparater. Fra omkring 1870 er anilinfarvestofferne
saledes til radighed. Den videre udnyttelse af disse stoffer til biologisk farv-
ning skyldes iseer Ehrlich (1877, 1878, 1886). P4 den tid startedes navnlig
i Tyskland en fabrikation af anilinfarver, idet man hertil foruden anilinderi-
vater regnede farvestoffer udvundet af tjeereprodukter. Farvestofferne benyt-
tedes hovedsagelig til tekstilfarvning, men fandt som anfert hurtigt anvendelse
i histologiske og bakteriologiske laboratorier.

Et farvestofmolekyle bestir af en farvet jon og en ufarvet uworganisk eller
alifatisk, organisk jon af modsat ladning og er siledes et salt. Gurr (1962)
inddeler farvestoffer i sure, basiske, amfotere, neutrale og sammensatte. I
sure farvestoffer er det den negativt ladede anjon, der er farvet, mens det
i basiske farvestoffer er den positivt ladede katjon, som er farvet. Amfotere
farvestoffer har bide positivt og negativt ladede grupper; neutrale farvestoffer
er ikke—joniserede, og sammensatte farvestoffer bestir af kemiske forbindelser
mellem to forskelligt farvede farvestoffer.

Af betydning for farvestoffers kemiske binding til vaevselementer eller til
andre farvestoffer o.lign. er sdkaldte kolligatorer. Sure kolligatorer er de ne-
gativt ladede carboxyl- og sulfonsyregrupper, som findes i sure og i nogle
fa basiske farvestoffer. De bindes til basiske elementer i vaev eller basiske
joner i andre farvestoffer. Basiske kolligatorer er de positivt ladede frie eller
substituerede aminogrupper, som findes i basiske og i mange sure farvestoffer.
De gor, at basiske farvestoffer kan bindes til sure vavselementer eller sure
farvestoffers joner. ‘

Basiske farvestoffer har stor affinitet til cellekeerner, iser til nukleinsyrernes
fosfatgrupper, og mindre affinitet til proteiners carboxylgrupper i cytoplas-
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maet. Sure farvestofter har storre tendens til at binde sig til cytoplasmaets
bestanddele, is@r til proteiners aminogrupper. Til bakteriologisk brug anvendes
mest basiske farvestoffer.

Fordelingen af farvestoffer i vav bestemmes foruden af den elektriske
ladning af vavenes permeabilitet, og bestemmende for det visuelle indtryk
er desuden den lokale meangde af farvbart materiale. Da bakterier ikke som
eucaryoter har nogen opdelt indre cellestruktur, farves de ensartet med basiske
farvestoffer, der bindes serligt fast til nukleinsyrernes fosfatgrupper. De
bindinger, der forekommer, er forst og fremmest jonbindinger, som forment-
lig forsteerkes af bl.a. brintbindinger og kovalente bindinger (Baker 1960).

Heraf fremgar, at samme cellestruktur kan farves af mange forskellige farve-
stoffer, og at amfotere stoffer som fx. proteiner i nogen grad kan farves af
béde sure og basiske farvestoffer. Ved at variere farvetiden eller pH kan man
opné kontrol med, om et amfotert stof farves af sure eller af basiske farve-
stoffer. Et basisk farvestof kan fjeme og erstatte et andet, som allerede er
bundet i vavet. Denne “replacement” folger massevirkningsloven for kemiske
reaktioner (Bartholomew et al. 1950). Dette betyder, dels at kontrastfarv-
ning (efterfarvning) ofte skal foretages med forsigtighed, dels at nogle modi-
fikationer af farvemetoder direkte udnytter denne replacement-effekt, idet
differentiering (affarvning) og kontrastfarvning foregar samtidigt.

c) Almindeligt anvendte farvestoffer

Basisk fuksin
Basisk fuksin er en blanding af p-rosanilin og to metyleringsprodukter heraf
(basisk magenta og ny magenta), og det fis som klorid eller acetat eller frie
baser. Det er et magentargdt basisk farvestof, hvis oploselighed ved 15°C er:
1% i Hy0, 8% i absolut (abs.) alkohol og 0 i xylen. Molekylvaegten for de
tre ingredienser er 329, 338 og 366, og den felles formel er:

- 1*cr

Basisk fuksin
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Metyleringen finder sted ved +-erne. Absorptionsmaximum er 540 nm.
pH af en vandig oplosning er 6,7. Det anvendes i en vandig oplesning indehol-
dende 1% fuksin, 10% alkohol og 5% fenol som ’koncentreret” karbolfuksin
til Ziehl-Neelsen—farvning og fortyndet 1:10 med destilleret vand til Gram-
farvning. Det anvendes som en 1,2% oplesning af basisk fuksin i 95% alkohol
til Leifson’s flagelfarvning.

Krystalviolet

Krystalviolet er et blaviolet basisk farvestof med molekylvegten 408. Form-
len er:

q*c”
| N(CH,),
N O—N(CH?,)Z

Krystalviolet

Oploseligheden ved 15°C er: 9% i H,O, 8,75% i abs. alkohol og O 1 xylen.
Absorptionsmaximum er 590 nm. pH af en vandig oplesning er 6,6. Det anven-
des som en 0,2% vandig oplesning med 3% anilin og 10% etanol til Gram~
farvning.

Metylenblit
Metylenblat er et basisk farvestof, som i iltet tilstand er blat, mens det i re-
duceret tilstand er farvelpst, hvorfor det ogsd bruges som oxidations-reduk-
tionsindikator. Molekylvegten er 320 og formlen er:

+CL-
N=—

(CH,),N N{CHjy),

Metylenblat
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Karakteristisk for metylenblat er, at det i oplgsninger, som henstar, bliver
delvis oxideret, s& at disse oplesninger indeholder en del rodligt-violette far-
vestoffer af lavere metyleringsgrad end det originale metylenblat. Disse poly-
kromatiske egenskaber er vaerdifulde i mange tilfelde og seges ofte fremmet,
fx. ved tilsztning af alkali som i Loeffler’s metylenblat.

Oploseligheden ved 15°C er: 1,3% i H,0, 6% i abs. alkohol og 0 i xylen.
Absorptionsmaximum er 665 nm. pH af en vandig oplesning er 2,5. Anvendes
som en 1% vandig oplgsning til simpel farvning.

Pikrinsyre
Pikrinsyre er et gult, surt (anjonisk) farvestof med molekylvaegten 229. Form-
lener:

OH

eller

NO, NOOH

Pikrinsyre

Opleseligheden ved 15°C er: 1,2% i H,0, 9% i abs. alkohol og 10% i xylen.
Absorptionsmaximum er 400 nm. pH af en vandig oplesning er 1,35. Det er
et generelt cytoplasmafarvestof og derfor velegnet som baggrundsfarve til
kontrast for farvestoffer, der farver keerner eller bakterier, og som sidan
bruges det som en 0,75% vandig oplesning ved Ziehl-Neelsen-farvning.

d) Bejdser

Bejdser er stoffer, der danner uopleselige forbindelser med farvestoffer og
fikserer dem til det materiale, som skal farves. De tilsettes i reglen for, sjald-
nere samtidig med og sjzldent efter farvestoffet. Som bejdser anvendes fx.
let hydrolyserbare salte, iser sulfater og dobbeltsulfater (aluner), af triva-
lente metaller (fx. aluminium-, jern-, krom- og blysalte), der giver surt pH
i vandig oplesning. Metaljonen er afgerende for bindingen, som formentlig
finder sted til sure grupper i vav, iser fosfat i nukleinsyrer og carboxylgrupper
i proteiner (Baker 1960). Antagelig er det samme slags bindinger, der binder
metaljonen komplekst til farvestoffet. En anden slags bejdse er tannin (garve-
syre), som pa grund af sine sure grupper bindes til proteiners basiske grupper
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og til basiske farvestoffer. I Gram-farvningen anvendes jodjodkalium (IIK)
som bejdse, idet det danner tungt opleselige komplekser med de anvendte
basiske farvestoffer. Til en given opgave kan flere forskellige bejdser somme-
tider anvendes, men de giver ikke altid lige gode resultater. Stort overskud
af bejdse i oplesning kan fjerne farvestof, der allerede ved bejdse er bundet
til vaevskomponenter (Baker 1960).

Jod
Jod anvendes som oplgsninger i kaliumjodid (KI), da det er meget tungt
oploseligt i H,O. Ved tilstedeveerelse af KI kan storre mangder jod opleses,
idet der indstiller sig en ligevaegt: I, + I 2 I5. Jod er et meget brugt farve-
stof, fx. blandt parasitologer og histologer, men i det bakteriologiske labora-
torium anvendes det forst og fremmest som bejdse i Gram-farvningen, idet
det danner tungt oploselige komplekser med krystalviolet i molekyleforhol-
det 2:1 og 1:1. Formlen er I,. Atomvaegten er 127. Oplgseligheden ved 15°C
er: 01 H,O, 15% i abs. alkohol og 20% i xylen. Anvendes som en vandig op-
lpsning indeholdende 0,33% jod og 0,67% kaliumjodid til Gram-farvning.

Tannin
Tannin = gallusgarvesyre er et glykosid, som ved hydrolyse danner gallus-
syre (3,4,5-trihydroxybenzoesyre) og glukose. Det er meget let opleseligt
i H,O og i abs. alkohol. Den kemiske formel er kompleks, og nedenstiende
formel er for det specielle tannin corilagin:

HO
HO COOCH
|
:8 HCOH
|
HO COOCH
"o HCOH
HO HCO—
HO coolH2
HO

Tanninet Corilagin
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Tannin anvendes til flagelfarvning i en 3% vandig oplesning, som lige for
brugen blandes med lige dele 1,2% basisk fuksin i 95% alkohol og 1,5% NaCl
i vand. Herved dannes et tannin-fuksin kompleks, som przcipiterer og bindes
til flagellerne, nir alkoholen fordamper.

e) Differentieringsmidler (affarvningsmidler)

Differentieringsmidler er vasker, som opleser og fjerner overskud af farve-
stoffer, der ikke er bundet af de specifikt farvede strukturer i et praparat.
I bakteriologiske laboratorier anvendes almindelige oplesningsmidler: H, O,
@tanol, metanol, acetone og syrer. Flere af dem kan erstatte hinanden, omend
de ikke altid giver lige gode resultater. Basiske farvestoffer kan fjernes med
syrer, og sure farvestoffer med baser. Atanol og andre organiske oplgsningsmid-
ler nedsztter farvestoffernes joniseringstendens, og hvis farvestofferne samtidig
er opleselige i &tanol, kan de derved lettere fjernes. I almindelighed er forskel-
len i affarvbarhed mellem forskellige celler og cellebestanddele derfor kvan-
titativ og altsd bl.a. afhengig af affarvningsmidlets koncentration, affarv-
ningstiden og pH (Bartholomew & Mittwer 1952; Baker 1960). Vaskeproce-
durer med H,O mellem de forskellige trin i en farvemetode skal i nogle til-
felde undgas eller vaere af kort varighed (5 sekunder), idet vand ogsé er et
affarvningsmiddel, hvis farvestoffet er vandopleseligt. Farvestofoplesninger,
ja selv overskud af bejdser, kan som ovenfor anfeort ogsd fungere som affarv-
ningsmidler for farvestoffer, der tidligere er pafort pracparatet.

3) Fremstilling og fiksering af praeparater til farvning

Objektglas og deekglas

Koch og senere andre bakteriologer fremstillede farvede preeparater pa dek-
glas. Neisser gik i 1878 over til at fremstille de farvede bakteriologiske pra-
parater pa objektglas (se Neisser 1889).

Det almindelige optiske udstyr p4 mikroskoper idag er beregnet til 0,8-
1,0 mm tykke objektglas og 0,13-0,16 mm tykke deekglas. Standardstorrelse
"~ for objektglas er 76 x 26 mm og for dekglas 18 x 18 mm. Objektglas til ufar-
vede praparater og til praeparater, der skal farves enten med metylenblat
eller med Grams eller Ziehl-Neelsens metode, kan som regel benyttes som de
leveres fra fabrikken uden yderligere rensning, sifremt de opbevares i en
lukket aske, og bergring med fingrene af overfladen undgis. En lettere rens-
ning (affedtning) kan om nedvendigt foretages ved pudsning med 95% alkohol.
Dzkglassene behgver som regel ingen rensning, men kan bruges som de leveres
fra fabrikken.
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Objektglas, der skal anvendes til flagelfarvning, kreever en meget omhygge-
lig rensning. Forst vaskes de med sulfosabe, skylles i 95% alkohol og hen-
stilles i kromsvovlsyre i mindst 4 dage. De skylles derefter godt under rindende
vand og henstar mindst 1 time i destilleret eller dejoniseret vand (man skal
vaere opmeerksom pé, at destilleret og iser dejoniseret vand kan indeholde
gramneg. stave som kan genfindes pd glassene), hvorefter de luftterres ved
at blive stillet pd hojkant oven pa et lag sugende cellestof. Glassene opbeva-
res efter rensningen i lukket kasse og ma kun hindteres med pincet. Umid-
delbart for brugen flamberes de pi den side, hvor praeparatet skal vare, i
en farvelps gasflamme.

Fremstilling af torpreeparater til generel farvning, Gram- og Ziehl-Neelsen
Jfarvning

a) Hvis udgangsmaterialet er en kultur, fremstilles en svagt turbid bakterie-
supension ved at opslemme lidt kolonimateriale fra et fast substrat i destil-
leret vand eller ved at udtage en gsefuld direkte fra en flydende kultur. Sidst-
navnte er dog ikke altid tilfredsstillende, dels fordi bestanddelene fra nogle
substrater forhindrer bakterierne i at haefte sig pid objektglasset, dels fordi
substratbestanddele kan interferere med farvningen. En lille drabe svagt turbid
bakteriesuspension anbringes pi objektglasset og spredes s tyndt som muligt
ved hjeelp af en steril gse. Formalet er at opna et én—cellelag og en celletathed
pa ca. 100 pr. synsfelt uden tette hobe (1000 x forsterring). Spredningen
foretages forsigtigt for at bevare cellernes naturlige indbyrdes arrangement,
og preparatet legges derefter til luftterring. Afkortning af luftterringstiden
ved opvarmning af objektglasset over gasflamme er risikabel, da for hgj tem-
peratur af vandig suspension kan deformere cellernes udseende. Fysisk over-
last i form af ridsning med andre glas eller lignende skal undgéas, da mekanisk
pdelaeggelse af cellevaeggen kan forvanske farvbarheden.

b) Hvis udgangsmaterialet er flydende biologisk prevemateriale, afhaenger
fremgangsmaden af dettes art. I nogle tilfelde, hvor materialet er tyndtfly-
dende og bakterietetheden lille (fx. spinalvaeske), vil man sege at koncen-
trere bakterieme i et bundfald ved hjeelp af centrifugering. Drejer det sig om
tyktflydende materiale (fx. ekspektorat), fremstiller man et praeparat direkte
fra materialet. I alle tilfzlde vil man ved udstrygningen straebe efter at fi et
enkelt cellelag.

¢) Hvis udgangsmaterialet er fast biologisk provemateriale (vaev), kan man
fremstille et aftrykspreeparat af en frisk snitflade, men helst ber man findele
og homogenisere enten hele materialet eller en del af det, fX. i en steril morter,
og fremstille et udstrygningspreeparat af homogenatet. Herved vil vavets
arkitektur dog blive gdelagt, si hvis man ensker oplysninger herom, ma man
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fremstille snitpraeparater pad mikrotom af frosne praparater eller af paraffin-
indlejrede preparater. Bakteriefarvning af sidstnavnte slags praparater skal
omtales neermere, da de kraver speciel behandling.

Behandling af formalin-fikserede, paraffin-indlejrede preeparater

Safremt formalin-fikserede, paraffin-indlejrede vavspraeparater skal farves
til bakteriepavisning, ma paraffinen forst fjernes og praparatet rehydreres.
Efter farvningen skal det igen dehydreres og monteres med eukitt og daekglas,
da det ellers glider af, nir der kommer olie pa.

Fremgangsmdde (Cruickshank 1969): (1) Xylen 5-10 min. (2) Xylenen
fjernes med lidt abs. alkohol (stanol), hvorved preparatet bliver uigennem-
sigtigt. (3) Der skylles forsigtigt med lidt 50% alkohol og vaskes forsigtigt i
dest. H,O, hvorefter praparatet er klar til farvning. Efter farvning og efter-
folgende vask med vand fjernes overskud af vand med filtrerpapir, og pre-
paratet behandles straks med nogle fa driber 95% alkohol og derefter med
abs. alkohol. Overskud af alkohol fjernes rundt om praparatet, nogle fa ekstra
draber alkohol hzldes pa, og praeparatet klares ved neddypning i xylen. Over-
skud af xylen fjernes med filtrerpapir omkring praparatet, der monteres
med eukitt og dakglas. Det er vigtigt, at preparatet ikke pa noget tidspunkt
torrer ind, og at dehydreringen med abs. alkohol er komplet.

Hvis bakterierne er lette at affarve med alkohol, bor man anvende anilin-
xylen (2+1) til dehydrering, og dette fjernes derefter ved afskylning med
xylen; til sidst eukitt og deekglas.

Fiksering af praeparater

Formalet med en fikseringsprocedure er at hefte bakteriecellerne fast til objekt-
glasset og bevare cellernes naturlige struktur bedst muligt. Fikseringen for-
hindrer opsvulmning eller skrumpning, oplesning eller forvridning af cellemne,
inaktiverer autolytiske enzymer og gor derved vaevet eller cellerne modstands-
dygtige over for senere behandling. Man skelner mellem koagulerende (dena-
turerende) og ikke-koagulerende fikseringsmetoder (Baker 1960). De kemiske
fiksationsmidler, som danner et koagel af proteiner, vil mikroskopisk omdanne
homogent protoplasma til et netverk. Til de koagulerende metoder horer fx.
varmefiksering (ca. 80-90°C ved proteinernes isoelektriske punkt) og eetanol-
eller metanolfiksering, som muligvis virker ved at dehydratisere proteiner.
Til de ikke-koagulerende metoder horer fx. formaldehyd, som virker ved at
bindes til aminogrupper i proteiners peptidkeeder. Herved blokeres basiske
grupper i proteinerne, s affiniteten for sure farvestoffer falder meget, mens
affiniteten for basiske farvestoffer er uaendret.
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Blandt de almindeligste kemiske fiksationsmidler, som ogsi af og til bruges
i bakteriologiske laboratorier, er koncentreret &tanol eller metanol eller 10%
formalin (= 4% formaldehyd) i 15 min. (se Bennedsen 1969). 10% formalin
tilseettes ofte en fysiologisk koncentration af NaCl for at undgi skrumpnings-
fenomener (fx. 83 ml dest. H,O + 7 ml 10% NaCl + 10 ml formalin). Andre
metoder og virkningsmekanismer er omtalt af Baker (1960) og Hopwood
(1969). Almindeligvis bruges dog i det bakteriologiske laboratorium varme
(flammefiksering) til at fiksere preeparater pa objektglas. Dette giver nogen
celledeformering, men fjerner intet fra cellerne. Den geengse méde er at fore
det luftterrede preeparat med praparatsiden opad tre gange hurtigt gennem
en gasflamme, idet hver passage tager ca. 1 sekund. Efter en korrekt flamme-
fiksering skal bagsiden af glasset kunne holdes mod huden p& hindryggen uden
at fremkalde smerte. For kraftig opvarmning kan odeleegge praparatet og
forandre cellernes farvbarhed (Bartholomew & Mittwer 1952; Magee et al.
1975). Til precise milinger af cellestorrelse og —-form ber andre fiksationsme-
toder end varme benyttes.

Referencer: se referencelisten efter kapitel 5.



Kapitel 2
Metylenblitfarvning

1. Historisk indledning

Koch’s generelle farvemetode (1877) videreudvikledes af Loeffler (1884,
1886), som til farvning anvendte enten alkoholisk metylenblat eller gentiana-
violet, eller fuksin i alkalisk vandig oplesning og til fjernelse af farverester
behandling med 0,5% eddikesyre. Herved farvedes almindelige bakterier og
cellekemer hurtigt og sterkt. Modifikationer af Loeffler’s metode til generel
farvning af bakterier er stadig meget anvendt.

2. Biokemisk baggrund

Det basiske farvestof metylenblat bindes til sure grupper i cellekerner og
bakterier. Efter afskylning af overskydende farvestof er cellekarnerne i vaevs-
celler og gramneg. og grampos. bakterier — ekstracellulere sivel som intra-
cellulere — blafarvede, mens cytoplasma i vavsceller, syrealkoholfaste bak-
terier og proteinpracipitater pd objektglas ikke er blevet farvet.

Den generelle farvning med metylenblat, som findes i mange modifikationer,
er meget benyttet i bakteriologiske laboratorier. I de forskellige modifikationer
bruges en vandig oplgsning af farvestoffet, som i nogle tilfzlde er tilsat alkohol
og eventuelt gjort basisk med KOH for at opnid en mere intensiv farvning
pé kortere tid (Loeffler 1884, 1886).

3. Valg af metode

I diagnoseafdelingen p& Seruminstituttet anvendes en vandig oplgsning af
metylenblat uden yderligere tilsetning.

4. Teknisk udforelse

Reagens: 1% vandig oplesning af metylenblat. Opbevares i mork flaske med
prop eller skrueldg ved stuetemperatur. Holdbarhed: mindst 1 maned.
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Udforelse: Det varmefikserede teorpreeparat overhaeldes med farvevaesken og
henstar i 3 min., hvorefter overskydende farvestof afskylles med vandhanevand,
indtil der ikke afgar mere farvestof (f4 sekunder). Aftrykkes dernast med
filtrerpapir. Risiko for over- eller underfarvning ved @ndrede farvetider er
ringe.

Mikroskopi: Praparatet oplyser om mangde, sterrelse, form og indbyrdes
lejring af bakterier samt tilstedeverelse af meorkere metakromatiske granula
i disse. Desuden fir man oplysning om mengde af hvide blodlegemer og andre
veevsceller og disses art, sd vidt det kan bedpommes ud fra keernernes morfo-
logi. Da eukaryotiske cellers cytoplasma ikke farves, kan intracelluleert belig-
gende (fagocyterede) bakterier ogsa ses.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen specielle. Brugte praparatglas leegges i 3% fenolvand eller 2% Bacillo-
tox® og kasseres. Om brugt filtrerpapir se under Gram—-farvning.

6. Anvendelse og diagnostisk vaerdi

Farvning med metylenbldt anvendes som et vigtigt supplement til Gram-
farvning ved mikroskopi af spinalveeske, pus og andet biologisk materiale,
idet saledes farvede praparater giver oplysning bide om hvide blodlegemer
og andre vavsceller og bakterier, mens erytrocytter i reglen er lyseret. Det
skal anfores, at et metylenblat-farvet preparat efter fjernelse af olien med
xylen i nodsfald kan gramfarves med brugbart resultat; dog skal alkoholdiffe-
rentieringen i sa fald udstreekkes til 1 min. (Thomsen 1917).

Referencer: se referencelisten efter kapitel 5.



Kapitel 3

Gram-farvning

1. Historisk indledning

Denne, den vigtigste bakteriologiske farvemetode, udvikledes af danskeren
Gram (1884) under et ophold hos Friedlinder i Berlin. Grams metode blev
oprindelig udviklet til at pavise kokker i snitpreeparater af lungevev fra pneu-
monipatienter.

Gram havde arbejdet pa at lave en dobbeltfarvning af nyresnit med anilin-
gentianaviolet og jod for at opnd bld keerner og brune urincylindre, og han
observerede tilfzldigt, at de anilin-gentianaviolet-farvede praeparater, som
ellers vanskeligt affarvedes af alkohol, blev fuldstendigt affarvet af alkohol
efter forudgiende behandling med en jod-jodkalium-oplgsning. P4 baggrund
af disse observationer udarbejdede Gram sin beromte farvemetode, som fik
kokkerne, der forarsagede lungebetendelse, til at fremtreede sterkere farvet
end ved nogen tidligere metode, mens keerner og andre vavselementer blev
affarvet af alkoholen; det var den forste farvemetode, hvor keerner og bakte-
rier ikke farvedes samtidigt (Unna 1888). Grams farveprocedure varede 15
min. og bestod i en farvning med Ehrlich’s anilin-gentiana-oplesning (eller
fuksin), efterfulgt af bejdsning med en vandig oplesning af jod-jodkalium
kaldet Lugol’s oplesning, som var almindeligt brugt til farvning blandt bak-
teriologer og botanikere pa den tid (cit. fra Hucker & Conn 1923), og en af-
farvning med absolut alkohol. Gram fandt, at en raekke forskellige bakterier
derved blev farvet sortrede, mens andre som fx. tyfusbakterier affarvedes,
men ligesom vavselementer kunne synliggores ved hjeelp af kontrastefter-
farvning med fx. Bismarck-brunt eller vesuvin. Den lange farvetid der efter
Koch (1882) kravedes til TB-bakterier nedvendiggjorde ved gramfarv-
ning af disse ligeledes en farvetid pad 12-24 timer. Gram omtalte ikke den
taxonomiske betydning af sin farvemetode, men dens differential-diagno-
stiske muligheder blev i hvert fald hurtigt erkendt (Hueppe 1885 og en rakke
forfattere i 1886, cit. fra Austrian 1960 og Bartholomew & Mittwer 1952).
Omkring arhundredskiftet blev metoden spgt standardiseret med henblik pé
anvendelse som palideligt middel i species-differentieringen (Neide 1904).
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Grams farvemetode er blevet modificeret af mange, bl.a. Weigert (1887)
og Nicolle (1895), ved anvendelse af forskellige farvestoffer (fx. karbolsyre~
gentianaviolet, krystalviolet og metylviolet), forskellige affarvningsmidler
til differentiering mellem grampos. og -neg. bakterier (absolut alkohol, abso-
lut alkohol + 5% salpetersyre, metylalkohol, acetone, alkoholacetoneblanding,
xylen i anilinolie) og forskellige kontrastfarvestoffer (fx. fuksin og neutral-
rodt). Den udformning, som i en kun lidt &ndret form brugesi dag pa Serum-
instituttet, er beskrevet i 1912 af Vilhelm Jensen.

I 1923 foretog Hucker & Conn en sammenligning af de mange forskellige
modifikationer af metoden og konkluderede, at de to bedste var Atkin’s og
Hucker’s, som begge indeholder lidt bejdse i farvevaesken og bruger alkohol
til affarvning. Hucker’s metode anvendes stadigvaeek meget i USA, mens Lillie’s
metode (1928) med acetone til affarvning benyttes af mange i England (Cowan
1974).

2. Biokemisk baggrund

I korte og sterkt forenklede treek sker der antagelig fplgende under de for-
skellige trin i Grams farvemetode: Det basiske farvestof krystalviolet bindes
til sure grupper i bakterieceller. Med krystalviolet danner jod-molekyler sortbla
pracipitater, som i gramneg. bakterier igen lader sig udtrekke med 95% alko-
hol, mens de forbliver i grampos. bakterier. De affarvede grammneg. bakterier
farves pény ved en efterfarvning med karbolfuksin. Trods neesten 100 ars
forskning er der dog ikke opnéet fuld enighed om mekanismen ved Grams
farvemetode. I det folgende skal de enkelte trin og de vigtigste teorier gen-
nemgas. Der henvises i ovrigt til arbejder af Bartholomew & Mittwer (1952),
Wensinck & Boevé (1957), Salton (1961, 1963) og Biswas et al. (1970).
Indledningsvis skal det understreges, at ingen af de traditionelt anvendte
reagenser er specifikke for Gram-differentieringen, idet ethvert farvestof og
enhver bejdse kan anvendes, hvis farvestoffet farver cellen tilstraekkeligt in-
tenst, og hvis blot farve-bejdse-praecipitatet er darligt opleseligt i alkohol
og relativt uopleseligt i kontrastfarve-oplesningen (Bartholomew & Mittwer
1951). Ogsa selve farveprocedurens trin kan afkortes og modificeres til to
trin (Scales 1922; Adams 1975) eller trinene forkortes drastisk, s& hele proce-
duren kun tager 15-20 sekunder mod normalt 3-4 min. (Norris & Swain 1971).

Farvning med krystalviolet

Gram anvendte oprindelig gentianaviolet eller fuksin; siden er der brugt me-
tylviolet, krystalviolet og mange andre basiske farvestoffer, som kan preci-
pitere i et kompleks med jod. Sure farvestoffer kan ikke anvendes. Krystal-
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violet er mere stabilt, veldefineret og ensartet end de . tidligere benyttede
farvestoffer (Bartholomew & Mittwer 1950). pH i farvevesken skal vare
basisk. Bejdse (fx. ammoniumoxalat) i farvevaesken gor affarvningstiden mindre
kritisk (Hucker & Conn 1923). Bartholomew (1962) foretreekker relativt
heje koncentrationer af krystalviolet (= 2%), da affarvningstiden ellers bliver
kritisk snaever. Han opnir samme resultat med de anvendte gramneg. og gram-
pos. bakterier med farvetider fra 15 sekunder til 5 min., hvorfor 1 min. er
udmarket. Wensinck & Boevé (1957), som undersggte Gram-farvningen kvan-
titativt, fandt ved anvendelse af levende E. coli og S. aureus i suspensioner,
at grampos. og -neg. bakterier optog samme mangder krystalviolet, og at
optagelsen hos begge arter viste samme pH-afhaengighed.

Bejdsning med jod

Gram anvendte Lugol’s IIK. Kun enkelte andre stoffer som brom og pikrin-
syre kan erstatte jod, men ingen af dem er si velegnede som dette (Mittwer
et al. 1950). Et stofs evne til at erstatte jod i Gram-farvningen er korreleret
med dets evne til med et farvestof at give pracipitater, som kun er darligt
oplagselige i alkohol og relativt uopleselige i den vandige kontrastfarve-oples-
ning. IIK bliver surt ved henstand, hvilket kompromitterer dets funktion,
og derfor anvender nogle basisk jodoplgsning. IIK er kun holdbart i kort
tid; hvis flasken star dben og temperaturen er 25°C, kan meengden af reaktivt
jod falde til 40% af det oprindelige p4 30 dage. Af den grund er stabile jod-
oforer med held benyttet af Magee et al. (1975) til Gram-farvning. Med oget
jodkoncentration (op til 1% i en vandig IIK-oplpsning) eges spillerummet
for affarvningstidens varighed. Der opnas samme resultat med jodbehandling
fra 15 sek. op til 5 min., og 1 min. er derfor udmeerket (Bartholomew 1962).
Wensinck & Boevé (1957) fandt, at farvestofjodkomplekserne dannes i det
molekyleere forhold 1:1-1:2, og det er samme slags komplekser ved gramneg.-
og -pos. bakterier.

Differentiering (affarvning) med alkohol

Gram anvendte absolut alkohol (a&tanol), men 95% alkohol er lige si godt,
mens yderligt faldende koncentrationer giver tiltagende usikre resultater, og
60% alkohol giver ingen forskel pd grampos. og -neg. bakterier. Det er derfor
vigtigt, at alkohol og skyllevand ikke blandes sammen (Hucker & Conn 1923).
For at opnd en tilfredsstillende affarvning ma preeparatet pa intet tidspunkt
blive tort efter farvningen er begyndt, da affarvningstiden ellers stiger. Af-
farvningstiden falder med stigende temperatur (Bartholomew & Mittwer
1952; Bartholomew 1962; Tucker & Bartholomew 1962). Stigende alkohol-
oplgselighed af farvestof-jod komplekser dannet af forskellige farvestoffer
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giver aftagende differentiering mellem grampos. og -neg. bakterier (Bar-
tholomew & Mittwer 1951). Anvendelse af andre alkoholer end ztanol som
affarvningsmidler har vaeret forspgt, men jo hejere alkoholen er, des langsom-
mere affarver den. Metylalkohol affarver for hurtigt, og acetone affarver
ogsa meget hurtigt, men har veeret brugt med held (Lillie 1923). Langsommere
affarvningsmidler har varet forspgt med vekslende held: kloroform, overflade-
aktive stoffer, fortyndede syrer, alkohol-syreblandinger, natriumthiosulfat
og saltoplgsninger (Bartholomew & Mittwer 1952). Bartholomew (1962)
foretreekker n-propylalkohol (som ikke nyder toldvaesenets bevigenhed), da
den giver storre spillerum for affarvningstiden end setanol og is@r acetone.
Med 95% =tanol og “fugtige” preparater (dvs. at de stadig er lidt fugtige efter
afskylning af IIK) kan affarvningstiden for de anvendte grampos. og -neg.
bakterier til korrekt differentiering varieres mellem 15 sek. og 3 min. Han
anbefaler derfor 1} min. Vand i affarvningsmidlet (op til 20%) oger affarv-
ningshastigheden og mindsker spillerummet. Lave koncentrationer af krystal-
violet eller jod i affarvevaesken kan ved nogle procedurer forlenge affarv-
ningstiden og oge spillerummet for affarvningstiden (Bartholomew 1962).
Wensinck og Boevé (1957) har vist, at Gram-differentiering ogsa kan foretages
pa levende, ikke-fikserede S. aureus og E. coli i oplgsninger der forst er farvet
med krystalviolet. Efter farvning af grampos.- og -neg. bakterier med krystal-
violet medferer behandling med alkohol samme grad af affarvning, men hvis
bakterierne efter krystalviolet-farvningen har varet jodbehandlede, afgiver de
gramneg. bakterier en storre meengde af krystalviolet-jod komplekset end
grampos. Denne forskel opnés kun, nar alkoholkoncentrationen ligger mellem
80 og 100%. Man kan vise, at kurven for kompleksets ekstraktion af gramneg.
bakterier med forskellige alkoholkoncentrationer svarer til en kurve over kry-
stalviolet-jodpracipitaters opleselighed i forskellige atanolkoncentrationer,
og det tyder pd, at atanol passerer frit gennem vaeggen i gramneg. bakterier.
Fra grampos. bakterier ekstraheres ved lave alkoholkoncentrationer samme
mangde af komplekset som fra gramneg. bakterier, men ved hejere koncen-
trationer af alkohol indtreder en brat @ndring, idet den ekstraherede mangde
fra de grampos. bakterier bliver meget mindre. Forsogene tyder pa, at forskel-
len mellem grampos.— og -neg. bakterier ligger i, at koncentreret alkohol
har vanskeligere ved at treenge ind i de grampos. end i de gramneg. bakterier.

Efterfarvning (kontrastfarvning) med karbolfuksin

Gram anvendte Bismarck-brunt eller vesuvin. Siden har man anvendt fuksin,
neutralredt eller, som foretrukket af Hucker & Conn (1923) og Bartholomew
(1962), safranin. Stigende oploselighed i kontrastfarveoplgsningen af farve-
stof5od komplekset giver aftagende differentiering mellem grampos.- og
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-neg. bakterier (Bartholomew & Mittwer 1951). 'Replacement’-effekten af
kontrastfarven er proportional med dennes koncentration og af kontrast-
farvetiden, si disse to faktorer ma standardiseres i overensstemmelse hermed
(Bartholomew & Mittwer 1952): kontrastfarvning med 0,25% safranin kan
erstatte jod-farvestof komplekset i grampos. bakterier pa 3 time. En efter-
farvningstid pd 1 min. anbefales af Bartholomew & Mittwer (1951). Afskyl-
ning af overskydende kontrastfarve med vand ber vere kortvarig (5 sek.),
da farven hurtigt vaskes ud (Bartholomew 1962).

Vaskeprocedurer mellem de enkelte trin i Gram-farvningen

Gram anvendte ikke skylning med vand mellem de enkelte trin i sin farve-
metode, og mange bruger kun afskylning med vand efter alkoholaffarvnin-
gen og efter kontrastfarvningen. Bartholomew (1962) har undersegt betyd-
ningen af vandafskylning mellem de enkelte trin, og hans konklusioner gen-
gives her: Overskydende krystalviolet vaskes af med vand for at undgd jod-
farvestof-pracipitater pd objektglasset. Man risikerer herved affarvning af
grampos. bakterier, men ikke ved skylning i 5-15 sek., som er tilstreekkeligt.
Vask efter jodbejdsningen er risikofrit, da jod-farvestof komplekset er lang-
somt udvaskeligt. Efter affarvning med alkohol er skylning med vand igen
risikabelt, dels fordi meget af jod-farvestof komplekset er fjernet af alkoholen,
dels fordi en blanding af alkohol med vand affarver hurtigere end koncentre-
ret alkohol, men 5 sekunders afskylning er risikofrit. Afskylning af kontrast-
farven med vand bor ligeledes veere kort, da kontrastfarven hurtigt vaskes ud,
hvorved gramneg. bakterier bliver ussedvanligt sma eller blege. 5 sek. er ogsa
her risikofrit. Afskylningerne kan foretages ved at dyppe objektglasset 5 sek.
i rindende vand i et kar, men kan ogsa udferes ved at holde glasset under en
rindende vandhane i 5 sek. Bartholomew anbefaler afskylning med vand efter
hvert trin efter de lige anferte regler.

Andpre faktorer med indflydelse pd Gram-farvningen

En bakteriearts Gram—farvbarhed afhanger af kulturens alder. Kraftigst gram-
positive er unge kulturer (< 24 timer), og efter 3 dogn har grampos. bakterier
tendens til at blive gramnegative. Nogle fa bakteriearter forholder sig dog
omvendt. Det anbefales derfor at lave praeparater af kulturer af varierende
alder (12 timer og op til flere dage, og ved termofile bakterier allerede efter
6-8 timer) og at lave mindst 3 praeparater fra hver kultur, men trods dette vil
nogle arter (Neisseria) vise sig at vere gramvariable (Hucker & Conn 1923).
I provemateriale fra antibiotika-behandlede patienter kan grampos. bakteriers
vaegge veere beskadigede, si de ved farvningen praesenterer sig som gramnega-
tive. For kraftig varmefiksering far grampos. bakterier til at blive gramneg.
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Tykke praeparater er vanskelige at affarve, og store, tykke masser af bakterier
skal undgas, nar farveresultatet skal bedemmes. Fysisk kontakt af prapara-
tet med harde genstande, fx. kanten af et andet objektglas, forarsager arealer
med gramneg. bakterier i et ellers grampos. preparat pid grund af lesion af
celleveeggene (Bartholomew & Mittwer 1952).

Teorier, der sager at forklare Gram-differentieringen

(1) Den kemiske teori: Grampos. bakterier besidder specifikke kemiske
gramfarvbare substanser, som ikke findes i gramneg. bakterier.

(2) Isoelektrisk punkt-teorien: Grampos. bakterier har mere surt proto-
plasma, dvs. lavere isoelektrisk punkt, hvorfor de tilbageholder mere farve-
stof end gramneg. bakterier.

(3) Permeabilitetsteorien: Forskelle i grampos. og -neg. bakteriers celle-
vagges opbygning betinger seerlige permeabilitetskarakteristika ved grampos.
celler over for stoffer som alkohol, jod eller jod—farvestof-preecipitat.

(4) En underafdeling af den kemiske teori, som gir ud pa at grampos. bak-
terier har en szrlig grampos. cortex.

Disse teorier er diskuteret af Bartholomew & Mittwer (1952), Wensinck
& Boevé (1957), Salton (1961, 1962), Bartholomew (1962) og Biswas et al.
(1970). Der er staerke eksperimentelle holdepunkter for, at permeabilitets-
teorien er rigtig (Benians 1920; Burke et al. 1929; Wensinck & Boevé 1957;
Salton 1961, 1962; Kandler & Ko6nig 1978), mens lignende solid eksperimen-
tel stotte ikke findes for de tre andre teorier. Saltons forklaring er, at gramneg.
bakteriers cellevaeg indeholder meget lipid, mens grampos. bakteriers celle-
veeg har et meget stort indhold af muco-peptid. Det sidste kunne fore til
at grampos. celleveegge dehydreres under affarvningen, s farvestof-jod kom-
plekset bliver vanskeligere tilgeengeligt for alkohol. Der er i ovrigt en vis lighed
i mekanismen ved Gram-farvning og Ziehl-Neelsen-farvning, og ved tilstraek-
kelig intensiv farvning fremstir tuberkelbakterier grampos., sdidan som Gram
viste det i 1884. Man kan ogsié i nogle tilfzlde efter en almindelig Gram-
farvning se mykobakterier, som mere eller mindre kraftigt farvede grampos.
stave; omvendt kan man ikke regne med altid at pavise mykobakterier ved
en standard Gram—farvning.

Fysiologiske egenskaber korreleret til Gram—farvbarheden

En lang rekke fysiologiske egenskaber er korreleret til Gram-farvbarheden
(Bartholomew & Mittwer 1952; Salton 1961, 1962). Her skal blot nzvnes,
at gramneg. bakterier er mere folsomme for plasmas lyserende effekt og for
nogle kemikalier, fx. toluol, men mindre fplsomme over for G-penicillin og
krystalviolet end grampos. bakterier.
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3. Valg af metode

P4 Seruminstituttet har vi i mange ar brugt en modificeret udgave af Vilhelm
Jensens metode fra 1912. P4 baggrund af de grundige undersogelser foretaget
af Hucker & Conn (1923) og Bartholomew (1962) mi man nok erkende,
at metoden kunne forbedres, omend gevinsten nazppe vil blive stor. Indfe-
relsen af jodofor i stedet for IIK (Magee et al. 1975) og anvendelse af hur-
tigmetoder i travle rutinelaboratorier (Norris & Swain 1971; Adams 1975)
eller automatiske Gram-farvemaskiner (Ryan et al. 1973; Burdash et al. 1976)
ville snarere lgnne sig. Hurtigmetoder er allerede taget i brug i nogle af Serum-
instituttets regionalafdelinger. Modificerede metoder til farvning af formalin-
fikserede paraffinsnit er bl.a. publiceret af Engbaek et al. (1977).

4. Teknisk udferelse

Reagenser

Krystalviolet til Gram-farvning: 0,2% krystalviolet, 3% anilin og 10% ztanol
oplest i sterilt destilleret vand, opbevares i mork flaske med prop eller skrue-
lag. pH skal vare basisk, gerne 9,0. Holdbarhed ved stuetemperatur ca. 3-4
uger.

Jod-jodkalium 1+2+300: 0,33% jod + 0,67% kaliumjodid i dest. vand, op-
bevares i brun flaske med prop eller skrueldg. pH skal vaere basisk. Holdbar-
hed ca. 3-4 uger.

96% alkohol (&tanol): opbevares i klar flaske med slebet prop.

Karbolfuksin 149: 0,1% basisk fuksin, 1% =atanol og 0,5% fenol i dest.
vand, opbevares i mork flaske med prop eller skruelag. Holdbarhed ca. 1
méned ved stuetemperatur.

Udforelse: Det varmefikserede torpraeparat overhzldes med krystalviolet
og henstdr i 1 min. Krystalviolet afskylles med IIK og henstar med IIK i
1 min. IIK afskylles med alkohol og henstir i ca. 20 sek. under sagte vugning.
Kort afskylning (ca. 5 sek.) af alkoholen under vandhane. Farvning med kar-
bolfuksin i 3 min. Kortvarig afskylning (ca. 5 sek.) med vandhanevand. Af-
trykning med filtrerpapir.

Mikroskopi: Gram-differentiering: grampos. bakterier er sortbld, gramneg.
er rode.

Grampositiv, gramnegativ, gramvariabel, Gram-Dauer

Gram-differentiering repreesenterer en bred skala, hvor to organismer kan
vaere snavert eller vidt adskilt. Grampos. betyder, at organismen beholder
jod—farvestof komplekset og derfor stadig er sortbla efter affarvning (dif-
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ferentiering) med alkohol. Gramneg. betyder, at organismen har mistet jod-
farvestof-komplekset efter affarvningen og altsd er farvelos. Konstrastfarven
har intet med selve Gram-differentieringen at gore. Gram-variabel betyder,
at organismen er inkonstant i sin reaktion p4 Gram-differentieringen. Disse
forhold afspejles ogsa i udtrykket Gram-Dauer (Neide 1904), som er den tid
der kraeves for at affarve en mikroorganisme under standardiserede betin-
gelser. Affarvningsendepunktet er imidlertid sveert at etablere, da cellerne i
en kultur ikke alle affarves samtidigt. Sommetider ses grampos. pletter i ellers
gramneg. celler. Forklaringen kendes ikke, men sddanne grampos. intracellu-
lere korn tager man ikke hensyn til ved vurdering af preeparatet. Foruden
Gram-differentieringen giver praparatet oplysninger om mangde, storrelse,
form og indbyrdes lejring af bakterier. Derimod egner praparatet sig ikke godt
til bedommelse af andre slags celler, fx. hvide blodlegemer; her er farvning med
metylenblat bedre. Om Gram-farvning af tuberkelbakterier se afsnittet Teorier
der soger at forklare Gram~differentieringen, p. 32.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen specielle. Brugte praparatglas lzegges i 3% fenolvand eller 2% Bacillotox®
og kasseres. Filtrerpapir til aftrykning af praparater smides i autoklavespand,
ogsd for at undga at bakterier, der er blevet hangende i papiret, overfores til
et nyt preeparat, hvor de kan give anledning til forkerte resultater.

6. Anvendelse og diagnostisk vaerdi

Gram-metoden anvendes til direkte farvning af provemateriale, inklusive vavs-
snit og til farvning af rendyrkede kulturer. En skelnen mellem grampos. og gram-
neg. egenskaber er tillige med erkendelsen af bakteriernes form og evne til
svommende beveegelse udgangspunktet for alle yderligere diagnostiske under-
spgelser. Derfor kan en mislykket eller fejlvurderet Gram-farvning resultere
i, at en diagnose ikke kan stilles. Det er derfor ogsd en hovedregel, nar en
diagnose ikke kan stilles pa grundlag af foreliggende data, at gentage Gram-
farvningen med serlig omhu og med hensyntagen til alle de kendte forhold,
der kan péavirke udfaldet. Hvad angar fejlkilder henvises til omtalen af de
enkelte trin i farvemetoden under Biokemisk baggrund.
Om Gram-farvning af metylenblat—farvede praeparater se kapitel 2.

Referencer: se referencelisten efter kapitel 5.



Kapitel 4
Ziehl-Neelsen-farvning

1. Historisk indledning

Det var ikke lykkedes for Koch med hans generelle farvemetode i 1877 at
pavise arsagen til tuberkulose. I 1882 offentliggjorde han en stor underso-
gelse, hvor han i tuberkulpst veev regelmaessigt paviste en stavformet bakterie,
der ikke kunne farves med de tidligere anvendte farvemetoder, men farvedes
ved hjelp af en alkalisk oplgsning af metylenblat (de almindeligt brugte farve-
oplesninger var neturale eller sure) og en farvetid pd nasten 1 dogn. I vaev
var bakterierne bld pd brun baggrund efter kontrastfarvning med vesuvin.
Ved opvarmning til 40°C kunne farvetiden dog afkortes til -1 time.

Koch’s metode til TB-farvning blev kort tid efter forbedret af Ehrlich
(1882), som benyttede alkoholisk fuksin eller metylviolet i vandig oplos-
ning mettet med anilinolie. Herved kunne farvetiden nedsazttes til ;-3 time.
Ehrlich anvendte affarvning med salpetersyre og kontrastfarvning med gult
eller blat farvestof.

Ziehl (1882, 1883) modificerede Ehrlich’s metode, idet han anvendte
metylviolet eller metylgront og senere ogsd fuksin i en karbolsyre-oplesning,
og han viste desuden, at farvningen sker meget hurtigere ved hejere tempe-
ratur. Neelsen (1883) brugte fuksin i en karbolsyre-oplesning og affarvning
med 25% svovlsyre, og siden har hovedmetoden til farvning af TB-bakterier
heddet Ziehl-Neelsen’s metode (Bishop & Neumann 1970).

I Danmark indferte K.A. Jensen (1925) Bender’s modifikation (1921, 1922)
af Ziehl-Neelsen-farvningen med anvendelse af pikrinsyre som kontrastfarve,
og med smé a&ndringer har denne metode siden varet brugt her i landet (Jensen
1954; Engbzk et al. 1969).

Ziehl-Neelsen’s farvemetode er modificeret af bl.a. Randolph & Neekel
(1944), Muller & Chermock (1945), Aubert (1950), Gross (1952) og Pottz et
al. (1964) ved tilsetning af oplgsningsmidler eller detergenser til karbolfuk-
sinet, hvorved opvarmning under farvningen kunne undlades, uden at farve-
tiden forleengedes (”kold Ziehl-Neelsen”).
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2. Biokemisk baggrund

I korte, forenklede treek sker der folgende under de forskellige trin i Ziehl-
Neelsen’s farvemetode: Det basiske rade farvestof fuksin bindes til sure grupper
i bakteriecellen, men for at tuberkelbakterier skal kunne optage farvestoffet
kreves serlige forholdsregler: koncentreret fuksin tilsat fenol (karbol) og
opvarmning under farvningen. Ved den efterfolgende intensive affarvning med
fortyndet syre og 95% alkohol bevarer de syre-alkoholfaste tuberkelbakterier
farvestoffet, mens andre bakterier og celler affarves. For at lette mikroskope-
ringen gor man det affarvede vaev synligt med en let kontrastfarvning med fx.
det gule, sure farvestof pikrinsyre, der iser farver cytoplasma. Andre kontrast-
farver som metylenblat eller malakitgront bruges ogsi, men er angiveligt pikrin-
syren underlegne (Bender 1921, 1922; Jensen 1925).

Arsagen til syrefastheden, som i reglen ledsages af alkoholfasthed, er blevet
udforsket intensivt. Koch (1882), Ehrlich (1882) og senere forfattere har
vist, at mykobakterier ikke farves ved almindelige farvemetoder, men krever
basisk pH eller tilsetning af fenol eller detergenser, lange farvetider, hojere
farvestofkoncentration eller opvarmning for at blive farvede. Til gengeld
modstar mykobakterier derefter energiske affarvningsforspg med fortyndede
syrer og alkohol. Ehrlich (1882) mente, at dette skyldtes egenskaber ved
cellevaeggen, og Koch viste i samarbejde med Proskauer (Koch 1897), at syre-
alkoholfastheden skyldtes lipider i cellerne.

Senere har mange forskere arbejdet med at analysere mykobakteriernes
cellevaeg og deres lipidindhold og har bekraftet og forenet Ehrlich’s og Koch’s
teorier (Bullock & McLeod 1904; Tamura 1913; Anderson 1932; Yegian &
Vanderlinde 1947; Kotani et al. 1959; Takeya et al. 1963, Murohashi et al.
1969; Lederer 1971; Goren 1972). 20-40% af torvaegten af mykobakterier
udgoeres af lipid og 60% af celleveeggens torstof er lipid, hvilket er langt mere
end i andre bakterier. Det inderste lag af cellevaeeggen i mykobakterier er meget
rigidt, indeholder ikke ret meget lipid og ligner grampos. bakteriers celle-
veeg, mens resten af celleveggen mere ligner gramneg. bakteriers cellevaeg,
dog med et meget hojere lipidindhold (Takeya et al. 1963). Kun intakte celler
er syrefaste, og mekanisk beskadigelse af cellevaeggen far cellerne til at miste
syrefastheden (Yegian & Porter 1944; Murohashi et al. 1969). Med trinvis
ekstraktion af lipider fra intakte celler reduceres syrefastheden gradvis og
forsvinder, nar bundet lipid er ekstraheret (Murohashi et al. 1969).

Blandt lipiderne i mykobakterier har iseer voksarterne (estere af hojere fede
syrer med alkoholer med lange keader) vaeret relateret til syrefastheden, og
blandt disse er mykolsyre, som kun er fundet i celleveeggen hos slegterne
Mycobacterium og Nocardia samt hos nogle corynebakterier, som derfor ogsé
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er syrefaste. Den sandsynligste forklaring pa syre- og alkoholfastheden er
formentlig den fysiske struktur af mykobakteriers cellevaeg, hvis indhold af
lipid i tet kombination med andre stoffer udger en barriere for farvning og
affarvning af bakteriecellen (Murohashi et al. 1969).

3. Valg af metode

Foruden den klassiske Ziehl-Neelsen-farvemetode, der benytter sig af opvarm-
ning for at afkorte farvetiden, er der udviklet ’kolde’’ Ziehl-Neelsen-metoder,
hvor der i stedet tilszttes et detergens til karbolfuksinet (se Historisk indled-
ning) og hvor affarvning og kontrastfarvning foregir i eet trin (Pottz et al.
1964). Endvidere er der udviklet en strip”~metode, hvor der benyttes kar-
bolfuksin-impreegnerede filtrerpapirstykker (Varughese et al. 1974), samt
farvemetoder der bygger pa et helt andet farveprincip, nemlig farvning med
fluorescerende farvestoffer (se fx. Bennedsen & Olesen Larsen 1966), og disse
metoder har kunnet automatiseres (Clancey et al. 1976, Heimer et al.1978).
De modificerede metoder har deres store berettigelse i laboratorier, hvor man
har mange undersegelser for tuberkelbakterier. I almindelige klinisk-mikro-
biologiske laboratorier stir man sig ved at anvende den simple, gennempreovede
Ziehl-Neelsen-metode, som ikke kraver serlig ekspertise eller udstyr (Jensen
1954; Engbzk et al. 1969), og som ogsi kan benyttes til histologiske vavs-
snit (Jensen 1954; Greenwood & Fox 1973). Tilsetning af fortyndinger af
BCG-vaccine til mukopurulent sputum har veret anvendt som kontrol af en
syre—-alkoholfast farveteknik (Pybus 1974).

4. Teknisk udforelse

K. A. Jensens metode beskrevet i 1954, modificeret lidt af Engbeek et al.
(1969): ’Dansk Ziehl-Neelsen’

Reagenser

”Karbolfuksin (conc.)”: 1% basisk fuksin, 5% fenol, 10% tanol i dest. H, O,
opbevares i mork flaske med prop eller skruelig. Holdbarhed: maneder.

25% svovlsyre

96% alkohol (atanol)

0,75% pikrinsyre i dest. H,O, opbevares i mork flaske med prop eller skrue-
lag. Holdbarhed: maneder.

Udforelse
Det varmefikserede torprparat dakkes med filtrerpapir, som overhzldes
med 1% karbolfuksin. Med Bunsen-brander eller pa varmeplade (75°C) holdes
temperaturen netop under kogepunktet i 3 min. (preparatet damper). Af-
skylning under vandhane.
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Affarvning: 25% svovlsyre i 3 min., afskylning under vandhane, 25% svovl-
syre igen i 3 min. og afskylning under vandhane, 96% alkohol i 3 min., af-
skylning under vandhane, 25% svovlsyre i fa sek., afskylning under vandhane.
Kontrastfarvning med 0,75% pikrinsyre i 15 sek. Afskylning under vandhane.

Torring af praparatet: nyt filtrerpapir til hver praeparat for at undgé over-
forsel af tuberkelbakterier til naste preeparat. Af samme grund ber farveskale
ikke benyttes.

Mikroskopi: Syre-alkoholfaste bakterier er rode, mens alt andet farves gult.
Tuberkelbakterier ser ofte kornede ud (Much-granula) eller kan indeholde
kugleformede legemer, der opdriver cellen. Dette skyldes formentlig arte-
fakts pa grund af farvningen, men der hersker ikke fuld enighed herom (Porter
& Yegian 1945; Lamanna 1946; Mudd et al. 1951). Mekanisk beskadigelse af
preparatet ved udstrygning eller skeering med mikrotom giver arealer med
ikke-syrefaste bakterier i et ellers syrefast praeparat (Yegian & Porter 1944).

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ved fremstilling af praeparater fra provemateriale, der kan indeholde tuber-
kelbakterier, skal der pa grund af smitterisikoen udvises serlig forsigtighed.
Stinkskabe eller steril-be&nk med udsug ber altid anvendes. Brugte prapa-
ratglas leegges i 3% fenolvand og kasseres. Om brugt filtrerpapir se under
Udforelse og under Gram—farvning.

6. Anvendelse og diagnostisk verdi

Ziehl-Neelsen-farvning anvendes ved direkte mikroskopisk underspgelse
af biologisk materiale for indhold af syre-alkoholfaste bakterier. Da bak-
terierne ofte er til stede i ringe maengde, skal praeparatet gennemsgges grun-
digt, mindst 25 synsfelter ved 800 x forstorrelse spredt over hele praparatet
(Engbzk et al. 1969). Farvemetoden har taxonomisk vardi, da kun slegterne
Mycobacterium og Nocardia samt enkelte corynebakterier, bakteriesporer
og svampesporer er syrefaste; mykobakterier dog i betydelig hgjere grad end
de ovrige. For de ovriges vedkommende og for M. leprae anvendes derfor en
modificeret udgave af Ziehl-Neelsens metode uden affarvning med alkohol
og evt. med mere fortyndet syre og kortere affarvningstid (Cruickshank 1969).

Referencer: se referencelisten efter kapitel 5.



Kapitel 5

Flagelfarvning

1. Historisk indledning

I 1889 og 1890 offentliggjorde Loeffler en ny metode til at farve bakterier
og iseer deres svingtrade. Duske af svingtrade fra nogle bakterier havde kunnet
farves med Koch’s metode, men de enkelte svingtrdde havde ikke kunnet
erkendes. Loeffler’s nye princip bestod i en bejdsning for farvningen, et prin-
cip som lenge havde veeret brugt ved farvning af tekstil. Loeffler bejdsede
preparatet med en vandig oplesning af tannin, ferrosulfat og Campeche-trae-
afkog efterfulgt af farvning med en svagt alkalisk anilinoplesning af metylen-
blat eller fuksin eller metylviolet. P4 denne méade kunne de tynde svingtride
gores tilstreekkeligt tykke til at blive synlige i lysmikroskopet.

Loeffler’s flagelfarvning blev forbedret af Zettnow (1899), som indforte
bedre bejdser (jernoxydbejdse, kieselguhr-bejdse, antimonbejdse) og farvning
af preparaterne med guld- eller solvsalte, der udfaldedes som metallisk guld
og solv pa bakterieme og deres bejdsede svingtrade. En modificeret og foren-
klet metode indforte Plimmer & Paine (1921), idet de anvendte en oplesning
med bejdse og farvestof samtidigt. Et lignende princip er videreudviklet af
Leifson (1930, 1938, 1951, 1960, 1961), og hans metode anvendes stadig-
vek i diagnoseafdelingen pa Seruminstituttet, hvor den har aflpst Zettnow’s
metode, der brugtes af Martin Kristensen (1955). En teknisk mere simpel
metode byggende pa farvning af fugtigt preeparat er udarbejdet af Mayfield
& Inniss (1977), men den har endnu ikke veret rigtig gennemprovet pd Serum-
instituttet. I det folgende omtales kun Leifson’s metode til flagelfarvning.

2. Biokemisk baggrund

De fleste bakteriesvingtride har en diameter pa 0,01-0,03 pm, dvs. de skal
gores ca. 10 gange tykkere for at kunne ses i lysmikroskop. Denne fortykkelse
opnas ved anvendelse af bejdse foruden farvestof. Ved Leifson’s metode anven-
des en oplesning, der bade indeholder det basiske farvestof, tannin som bejdse
og NaCl som elektrolyt. Mellem det basiske farvestof og den sure bejdse dannes
et kolloidt precipitat, som er mere opleseligt i alkohol end i vand, hvorfor
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komponenterne er oplest i 33% alkohol, som ved denne koncentration lige
netop forhindrer, at tannin-fuksin komplekset praecipiterer. Nar farvevee-
sken haldes pa preparatet, fordamper alkoholen hurtigere end vand, hvorfor
tannin~-fuksin komplekset preecipiterer, nar alkoholkoncentrationen er kommet
ned pa 20-25%, og bindes til flageller og cellelegemer. Elektrolyttens betyd-
ning er formentlig en effekt pa den relative elektriske ladning pa tannin-fuksin
komplekset og pa flagellen. Jo hegjere elektrolytkoncentration des tykkere
flagel op til en NaCl-koncentration pa 1%. Endnu hegjere NaCl-koncentration
deformerer flagellerne. Tanninkoncentrationen er ikke saerlig kritisk, men pH
skal helst vaere 5,0 = 0,2. Ved faldende pH ses stadigt tyndere flageller, mens
stigende pH giver tiltagende tykke flageller. Andre basiske farvestoffer end
fuksin kan ogsd bruges.

I mange tilfzelde farves bade cellelegeme og flagel rode, i andre farves kun
omridset af cellelegemet, og i andre igen farves cellelegemet slet ikke. I sidst-
navnte tilfelde kan 1% metylenblit anvendes som kontrastfarvning af cel-
lerme (Leifson 1951, 1960).

Bakterierne dyrkes pa bouillon-agarplade, andet fast medium eller i tryp-
tonbouillon ved en temperatur, der er lavere end optimum for vaekst, oftest
20 eller 30°C, hvor flagellerne udvikler sig bedst. Optimal flageldannelse
ses i den logaritmiske og i begyndelsen af den stationazre vakstfase; efter
opher af vaksten kan flagellerne gdeleegges hurtigere end resten af cellerne.
Ved den szdvanlige inkubering ved 35°C natten over er bakterierne langt
forbi den logaritmiske vakstfase og godt inde i den stationzre fase. For lavt
pH i dyrkningsmediet kan pdelegge flagellerne, og derfor ber substratet ikke
indeholde forgaerbare sukkerarter. Flydende medier giver ofte, men ikke
altid, bedre flagellering end faste medier. Agar, som overferes med bakterierne
til objektglasset, interfererer med farvningen. Fosfat synes at fremme fla-
geludviklingen (Leifson 1960).

3. Valg af metode

Leifson’s metode har i mange ar veret anvendt i diagnoseafdelingen som
aflpser for Zettnow’s metode. For at opné et tilfredsstillende resultat kraves
forst og fremmest et fuksinsalt, som har vist sig egnet til flagelfarvning (mange
af de kommercielle preparater af fuksin er helt uegnede) dernast kraves
friske reagenser, meget grundigt rensede objektglas, omhu ved fremstilling
af preparaterne samt ovelse. Tages der hejde for disse faktorer, fungerer
metoden udmerket. Mayfield & Inniss (1977) har udviklet en metode til
flagelfarvning, som ikke kraever specielt rensede glas; den udferes pa fugtigt
praparat og er teknisk meget enkel. Indtil en sammenligning mellem denne
og Leifson’s metode foreligger, ma sidstnavnte dog anbefales.
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4. Teknisk udforelse

Leifson’s metode til flagelfarvning (1951, 1960)

Reagenser
Specielt rensede objektglas (se afsnittet om objektglas og daekglas)

Basisk fuksin, 1,2% i 96% alkohol (atanol)

Tannin 3% i dest. H, O

NaCl 1,5%1 dest. H,O

Opbevares i kpleskab i hver sin flaske.
Lige dele af de 3 vasker blandes lige for brugen, og blandingen er straks brug-
bar, men henstand til neste dag kan veere en fordel. Der udvikles gradvis et
pracipitat, som ikke ma rystes op ved brug af farvevaesken. Opbevares i merk
flaske med skrueldg. Holdbarhed ved stuetemperatur 1 uge, i kgleskab 1 maned,
i dybfryser meget laengere, men si skal farvevasken blandes grundigt for
brugen. Nar en oplesnings farvetid er 5 min. laengere end en frisk oplgsnings,
ialt omkring 15 min., bor den kasseres.

Tryptonbouillon til dyrkning af flagelbcerende bakterier

Bacto-trypton Difco 0,5 %
Garekstrakt 0,1 %
Sekundeert kaliumfosfat (K, HPO,) 0,05%
Primeert kaliumfosfat (KH, PO,) 0,05%
pH ca. 6,8.

Til vask efter centrifugering: redestilleret H, O
Til fiksering: formalinstedpude pH 7,5: 20% formaldehyd i {5 molar fosfat-
stedpude “Serensen”, pH 7,5.

Udforelse

Bakterierne dyrkes pa fast substrat eller i tryptonbouillon ved 20°C (30°C)
natten over og underspges dernast for bevagelighed ved mikroskopi af fug-
tigt preeparat. I en bevagelig kultur skal altid findes flageller, ellers er farv-
ningen mislykket, mens en ubeveagelig kultur i meget sjeeldne tilfeelde kan have
~flageller, som ikke er funktionsdygtige (Leifson 1960). Hvis bakterierne er
dyrket i flydende substrat, settes 0,6 ml 20% formaldehydstedpude til 5 ml
kultur, dels for at drabe kulturen, dels fordi nogle bakteriers flageller farves
bedst efter formalinbehandling. Derneest henstar kulturen i 15 min. ved 35°C,
hvorefter den centrifugeres ned for fuld styrke (ca. 3000 g) og vaskes 2-4
gange med redestilleret vand. Med bundfaldet fra den flydende kultur eller
med kultur direkte fra en agarplade (uden medfelgende substratbestanddele!)
laves der en suspension, der er s tynd at man lige netop kan ane turbiditeten.
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Ved suspension fra fast medium i redestilleret vand skal man undgi, at kultur-
massen pid podenalen gnides hirdt imod substratoverfladen eller mod glassets
sider, fordi flagellerne afrives som i en kuglemolle, nér cellerne kvaermnes mellem
hinanden.

De specialrensede og torrede objektglas flamberes med en farvelss gasflamme
(gul flamme forurener glasset) pa den side, hvor praeparatet skal vaere, og op-
deles i to halvdele med en tyk fedtblyantstreg. Glassene stilles skrat op ad
fx. et reagensglasstativ, pa filtrerpapir, og en dribe bakteriesuspension szttes
af med ose lige neden for stregen og et godt stykke inden for kanten, siledes
at draben af sig selv kan lpbe ned ad glasset i lige bane; at den gor det er tegn
pa, at glasset er rent. Der er plads til to praparater ved siden af hinanden pa
hvert glas. Nar preparatet er lufttorret, leegges glasset uden fiksering pa det skré
farvestativ som giver glasset en svag heldning fra fedtstregen ned til enden af
glasset, og 1 ml farvevaeske afseettes med en stangpipette pa overfladen. Husk,
at bundfaldet i flasken ikke méa oprystes, dvs. overskydende farve i pipetten
mé ikke hzldes tilbage i flasken. Der dannes herved et farvevaskelag af sti-
gende tykkelse fra fedtstregen ud mod enden af glasset, og i den tynde del
af farvelaget vil der ske en hurtigere udfaldning med teettere farveintensitet
end i den tykkere del. Farvetiden varierer betydeligt efter farvevaesken og de
ydre omstandigheder som temperatur og luftfugtighed. Man star sig ved at
begynde med at fremstille 3 preeparater, som farves henholdsvis 8, 10 og 12
min., hvorefter man tager bestik, indtil den optimale tid er fundet. Hvis far-
velaget pa objektglasset belyses med en koncentreret staerk lysstrile, kan man
se nar udfeldningen sker og dermed fastsld nér farvningen er feerdig. Under
farvningen dannes der fra glassets rand en metallignende hinde pa farvevaeskens
overflade, og nar den daekker hele overfladen, er yderligere forlengelse af
farvetiden formaélsles.

Uden forudgiende afheldning af farven foregir afskylningen med rindende
vand ved hjzlp af en strile rettet direkte mod den farvedaekkede del af glas-
set, s& al farve pd een gang sprojtes af. En “langsom” afskylning, hvorved
farven fra en ende af bortskylles, odeleegger med sikkerhed praparatet. Der-
efter lufttgrring eller terring med filtrerpapir. Kontrastfarvning er i reglen
ikke nedvendig.

Mikroskopisk vurdering af flagelpraeparater (Leifson 1951, 1961) ,

Ved undersegelse af praeparatet opseges omrader, hvor cellerne ikke ligger
for teet, da det ellers er umuligt med sikkerhed at bedemme flagellernes antal
og arrangement pi den enkelte celle. Man noterer sig antal flageller pr. celle,
deres afgangssteder pa cellen og belgens amplitude og bredde. De forskellige
bakterier karakteriseres efter deres flagellering pa folgende méade, idet man
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anvender et arbitrert index til at fastleegge greensen mellem polaert mono-
og multitrike. Index er det tal, som angiver procenten af flagellerede celler med
mere end 1 flagel pr. pol (Lautrop & Jessen 1964).

(1) Som polart monotrik karakteriseres bakterier som har et index < 10.

(2) Som poleert multitrik karakteriseres bakterier som har et index = 25 (ved
index-vardier mellem 10 og 25 kan bakterierne ikke karakteriseres med hensyn
til flagelleringen uden nzrmere undersegelse, se Lautrop & Jessen 1964).

(3) Som peritrik karakteriseres bakterier hvor flagellerne udgir spredt
fra alle sider af cellen.

(4) Som subpolert flagellerede karakteriseres bakterier hvor alle flagel-
lerne — een eller flere — udgir taet under polen ofte retvinklet pa cellens
hovedakse.

(5) Som mixed flagellerede karakteriseres bakterier som essentielt er polart
flagellerede, men hvor der samtidigt er udviklet laterale flageller af en anden
bolgebredde.

Individuel flagelmorfologi: Almindeligvis har flageller form som en helix;
afstand fra belgetop til bolgetop kaldes belgebredden, og udslaget fra bolge-
dal til belgetop kaldes amplituden (Leifson et al. 1955; Leifson 1960). En
del szrlige flageltyper har faet serlige navne: ved curling forstas at der optrae-
der flageller med netop halvt si stor belgeleengde som de gvrige; ved coiling
forstds at flagellernes ender krummer tilbage mod celleoverfladen, sa flagellerne
ligner en rakke lgkker langs cellen; ved undulation er amplituden meget lille
og bolgebredden som regel stor; nasten lige flageller uden bglger kan ses
(Leifson & Hugh 1953; Leifson 1960). Leifson (1961) mener, at bortset fra
curling fremkaldes disse varianter formentlig overvejende af formalinbehand-
lingen, men vore erfaringer tyder pa, at medens coiling kan skyldes for-
malinbehandlingen for farvningen, er de ovrige varianter vist betinget af
variationer i flagellinets bygning. Ofte ses afrevne frie flageller, is&r har peri-
trikt flagellerede bakterier tendens til at tabe flagellerne. Sdkaldte pseudo-
flageller (Thjotta & Kass 1946) er enten sammensnoede hobe af fimbriae eller
slim og andet materiale fra kulturerne, som organiserer sig som trade der kan
forveksles med flageller, men som regel kan skelnes fra disse ved, at de nasten
altid mangler helixform og i det hele er af meget vekslende leengde og udse-
ende, modsat flagellernes ret ensartede praeg i et givet praparat.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen se@rlige; brugte praeparatglas laegges i 3% fenolvand eller 2% Bacillotox®
og kasseres.



44 Farvemetoder

6. Anvendelse og diagnostisk vaerdi

Den taxonomiske betydning af flagelantal og -arrangement og i mindre grad
deres belgebredde er stor ved species-diagnostik af gramnegative, oxidase-
positive stavbakterier, mens flagelfarvning sjeeldnere giver diagnostisk veerdi-
fulde oplysninger inden for Enterobacteriaceae eller grampositive bakterie-
arter. En sikker adskillelse af poleert monotrike og polaert multitrike bakterier
forudseetter i en del tilfzlde en pracis telling af flagellerne hos 50-100, frit-
liggende, tydeligt flagellerede bakterier for at bestemme flagelindex. En af-
gorelse alene baseret pi et skon forudsatter enten stor erfaring eller meget
oplagte tilfelde.
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