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Die Gram-Farbung

Protokoll fir BIOMEDs Farbeldosungen Gramyfix®

Ein WhitePaper der BIOMED Labordiagnostik GmbH
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1. Einfuhrung/Hintergrund

Die Gram-Farbung wurde 1884 von Hans Christian Gram entwickelt. Es handelt sich hierbei um
eine Differentialfarbung bei der mehrere Farbstoffe eingesetzt werden um histologische,
mikrobielle und morphologische Strukturen darzustellen.

Mit dieser Farbemethode lassen sich Bakterien in zwei Gruppen einteilen: Grampositive und
Gramnegative. Die beiden Gruppen unterscheiden sich in ihrer Zellwandstruktur.

Bei grampositiven Bakterien besteht die Zellwand aus einer ca. 15-80 nm dicken Wand mit etwa
40 Schichten von Zucker- und EweiBmolekilen, sogenannten Peptidoglykanen oder Mureinen,
und Teichonsdure. Sie wird deshalb auch Peptidoglykan- oder Mureinschicht genannt.
Grampositive Bakterien haben darunter auBerdem nur eine Schicht einer Lipidmembran.

Bei gramnegativen Bakterien ist die Zellwand viel dinner als bei grampositiven. Sie ist hier nur ca.
10-20 nm dick und besteht aus einer bis wenigen Peptidoglykanschichten. AuBerdem enthélt sie
keine Teichonsdure. Darliber und darunter befindet sich jeweils eine Lipidmembran. Insgesamt
sind bei den gramnegativen im Gegensatz zu den grampositiven Bakterien also zwei
Lipidmembranen vorhanden.

Gramnegative Grampositive

Lipopolysaccharid

s "“‘“‘l} TITTRLTIRT oer womoran
Lipoproteine
’ Peptidoglykan %
Periplasma-

Protein —___ bereich Protein —__
Zytoplasma-
membran

Bakterien kdénnen in verschiedenen Proben wie z.B. Gewebe oder Blut nachgewiesen werden.

Bei der Gram-Farbung wird das Probenmaterial zunédchst auf einem Objekttirager fixiert und
entparaffiniert, wobei die duBere Membran der gramnegativen Bakterien aufgeldst wird.

Die Ldsungen fur die Farbung sind haufig gebrauchsfertig erhaltlich.

Zuerst wird die Peptidoglykanschicht mit Kristallviolett angefarbt.

Dann wird die Farbe durch die Verwendung einer lod-Kaliumiodid-l6sung (Lugolsche L&sung)
fixiert. lod bildet zusammen mit Kristallviolett bei grampositiven Bakterien stabile Komplexe in der
Peptidoglykanschicht der Zellwand. Bei gramnegativen Bakterien dagegen sind diese Komplexe
aufgrund der anderen Zellwandstruktur nicht stabil und kénnen leicht ausgewaschen werden. Dies
geschieht in dem n&chsten Differenzierungsschritt.

Zur Differenzierung von grampositiven und gramnegativen Bakterien werden die Prédparate mit
einer alkoholhaltigen Lésung gewaschen. Dadurch 16st sich die Farbe aus den gramnegativen
Bakterien. In den grampositiven Bakterien bleibt die Farbe aufgrund der hohen Stabilitdt des
Kristallviollett-lodkomplexes dagegen in der Zellwand erhalten. Sie erscheinen unter dem
Mikroskop dunkel-violett.

Um auch die gramnegativen Bakterien unter dem Mikroskop sichtbar zu machen erfolgt eine
Gegenfarbung mit Safranin oder Fuchsin. Dadurch erscheinen sie unter dem Mikroskop rétlich-
orange. Die grampositiven Bakterien behalten ihre dunkel-violette Farbung.

Zwischen den einzelnen Schritten werden die Praparate jeweils mit destilliertem Wasser
gewaschen.
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Beispiele flr grampositive Bakterien sind Staphylokokken, Laktobaziellen und Listerien. Bespiele
fir gramnegative Bakterien sind Gonokokken, Meningokokken und Enterobakterien.

Mit der Gram-Farbung kénnen fast alle Bakterien gefarbt werden. Ausgenommen sind Bakterien
ohne Zellwand (z.B. Mycoplasmen), siurefeste Bakterien (z.B. Mycobakterien), intrazelluléare
Bakterien (z.B. Chlamydien) und sehr kleine Bakterien, die unter dem Mikroskop nicht sichtbar
sind (z.B. Spirochéten).

2. Material

2.1. Praparate

Die Gram-Farbung eignet sich z.B. fir Farbungen von Préparaten in Laboratorien von Kliniken,
der Pharmaindustrie, Arztpraxen und Tierarztpraxen. Als Praparate fir die Gram-Férbung sind
beispielsweise Gewebeproben, Koérperfllissigkeiten oder Kulturproben einsetzbar. Fir die
Ausstriche der Materialien sollten Objekttrager der GroBe 76x26 cm verwendet werden.

Die Farbung kann entweder manuell mit den gebrauchsfertigen Gramyfix® Farbelésungen
durchgefiihrt werden oder voll automatisch nach dem Injektionsverfahren mit dem Gerat AT-3002
GRAM/AFB (Z/N) Dual Stainer von Dagatron.

Alle Proben sind nach dem Stand der Technik und den anerkannten Labormethoden zu
entnehmen, zu behandeln, vorzubereiten und zu trocknen.

Als Probenmaterial fur Blutausstriche wird frisches
kapillares oder vendses, mit EDTA koaguliertes Blut
empfohlen. Mit Na-Citrat, Na-Oxalat bzw. Heparin
versetzte Proben eignen sich nicht flur diese
Untersuchungen, da diese Antikoagulanzien die Farbung
teilweise schwerwiegend verfalschen kdénnen. Das
Kapillarblut sollte sofort, das vendse Blut spéatestens 3
Stunden nach Probenahme ausgestrichen und luft-
getrocknet werden.

Entscheidend flr die Auswertung gefarbter Blutausstriche ist die
Ausstrichqualitat. Wichtig ist die Verwendung fettfreier und sauberer
Objekttrager. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Ausstrichtechnik. Hierbei
wird ein kleiner Bluttropfen auf einer Seite eines beschrifteten Objekttrager
aufgebracht (ca. 1,5 cm vom Rand entfernt), ein zweiter Objekttrager mit
geschliffenen Kanten wird im Winkel von 45° vor
dem Blutstropfen angesetzt und dann vorsichtig v . o
in den Blutstropfen geflhrt. Sobald sich das 3 ’
Blut Uber die ganze Kante verteilt hat, wird der
zweite Objekttrager in unverdndertem Winkel
kontinuierlich Uber den ersten Objekttrager
geschoben. Die Bewegung muss gleichmaBig
und zlgig erfolgen. Es dirfen keine Stufen im
Ausstrich entstehen. Ein gut ausgestrichenes
Praparat zeigt am Ende, wo der Objekttrager
schliesslich abgehoben wird, ein bartférmiges
Ausfransen des Blutmaterials.
Die Dicke des Ausstrichs hangt vom Winkel
zwischen dem ersten und zweiten Objekttrager
ab: Je kleiner der Winkel, desto dinner wird der
Ausstrich. Lasst man auf dem getrockneten
Ausstrich Licht reflektieren, sollte er grinlich
erscheinen. Erscheint er rot, ist er zu dick
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geraten. Zu hastige Bewegungen beim Ausstreichen kénnen zum Abriss des FlUssigkeitsfilms
fuhren.

Erst wenn der Ausstrich sorgféltig an der Luft getrocknet worden ist, kann er gefarbt werden.
Spéatestens 24 - 48 Stunden nach Ausstrich sollte die Farbung begonnen werden, um eine
wesentliche Anderung des Farbeverhaltens zu vermeiden. Fir eine spétere Farbung sollten die
Praparate sofort nach der Lufttrocknung der Praparatdicke entsprechend ausreichend lang fixiert
werden.

Die nachfolgenden Protokolle sind flr diinne bis mitteldicke Ausstrichpréparate.

Zytologische Proben kénnen frische Knochenmarkausstriche oder klinisch-zytologisches Material
wie Urinsediment, Sputum etc. sein. Geeignet sind auch Abstriche von Feinnadelaspirations-
biopsien und Spulungen.

Fir die Analyse von Ligquorsediment sollte Liquor (auch: Liquor cerebrospinalis, cerebrospinal
fluid, CSF) sofort (bis 1 h nach Entnahme) prozessiert werden. Liquor ist eine klare, zellarme
Flissigkeit. Die h&aufigsten Zellen im Liquor gesunder Personen sind Lymphozyten, seltener
Monozyten. Erhéhte Zahlen von Leukozyten oder das Auftreten von Erythrozyten im Liquor
weisen auf eine Erkrankung hin.

2.2. Farbel6sungen

Fir die manuelle Farbung:

- Gramyfix® Blau

- Gramyfix® Entfarbung

- Gramyfix® lod

- Gramyfix® Fuchsin oder Gramyfix® Safranin

Fur die vollautomatische Farbung mit Gerdten von Dagatron:
GR-2A GRAM Stain Kit mit

- Kristallviolett

- lod

- Aceton-Alkohol

- Safranin bzw. Fuchsin

2.3. Zusatzlich bendétigte Materialien

Die zusatzlich bendtigten Materialien missen geeignet sein und

den Anforderungen an ein medizinisch-diagnostisches Labor

gerecht werden.

- Entsprechendes Probenmaterial

- Fettfreie, saubere Objekttrager

- FuUr die Fixierung mit Hitze: Heizplatte bei 70-80° C fir 10-20
Minuten oder dreimaliges kurzes Durchziehen Uber einer
starken Flamme

- Destilliertes Wasser zum Waschen

- Eventuell Deckglaser in geeigneter GréBe und Eindeckmedium
(Mounting Medium), z. B. Euparal oder Entellan

- Durchlichtmikroskop flr die medizinische und biologische
Anwendung in Laboren

- Eventuell Immersionsoél

- Farbeklvetten oder ein geeignetes Farbegerat

Das vorliegende Protokoll wurde manuell in Farbekivetten und an
folgenden Farbeautomaten getestet:

- Dagatron AT-2000G GRAM Auto Stainer

- Dagatron AT-3002 GRAM /AFB (Z/N) Dual Stainer

- Dagatron AT-3002 GRAM /AFB (F/L) Dual Stainer

- Dagatron AT-3004 GRAM/HEMA Dual Stainer
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3. Methode

Sowohl die manuelle als auch die automatische Gram-Farbung
kénnen grundsétzlich im Injektions- oder Tauchverfahren
durchgefihrt werden. Der Vorteil der Injektionsmethode ist die
Vermeidung von Kreuzkontamination. Die L&sungen werden
entsprechend auf das Praparat aufgetragen oder das gesamte
Préaparat wird in die L6sung getaucht.

3.1. Fixierung

Eine ausreichende Hitzefixierung mit dem Bunsenbrenner, in einem
Hitzeschrank oder auf einer Heizplatte sind wichtig, um das infektiése
Potential der Praparate und ein Weiterwachsen der Bakterien zu
verhindern. Deshalb missen die Ausstriche sofort noch im feuchten
Zustand fixiert werden.

3.2. Manuelle Farbung

Die manuelle Férbung kann in Farbekilvetten oder durch das Auftragen der Lésungen mit Hilfe
einer Pipette durchgefihrt werden. Bei einer groBeren Anzahl von Praparaten empfiehlt sich der
Gebrauch von Farbekivetten, bei wenigen ist die Methode des Auftrages mit Hilfe einer Pipette
sparsamer und daher zu bedenken. Das folgende Protokoll ist mit Gramyfix®-Lésungen optimiert
worden, kann jedoch auch mit anderen Farbelésungen durchgefuhrt werden.

Alle Gramyfix®-Lésungen sind gebrauchsfertig und mussen nicht verdinnt werden. Die jeweils
bendtigte Menge der Lésungen Gramyfix® Blau, Gramyfix® lod und Gramyfix® Fuchsin oder
Gramyfix® Safranin sollte fur die manuelle Durchfihrung mit einem Faltenfilter gefiltert werden um
Artefaktbildungen zu vermeiden.

Farbeschritte:

- Férben mit Gramyfix® Blau fur eine Minute

- Waschen mit destilliertem Wasser flir eine
Minute

- Fixieren der Farbelésung mit Gramyfix® lod
far eine Minute

- Entfarben mit Gramyfix® Entfarbung fur 30
Sekunden

- Waschen mit destilliertem Wasser flir eine
Minute

- Gegenfarben mit Gramyfix® Safranin oder
Fuchsin flr eine Minute

- Waschen mit destilliertem Wasser flir eine
Minute

- Lufttrocknen der Praparate

Die Inkubationszeiten kdnnen individuell
angepasst werden. Fir die Lagerung der
Praparate kénnen sie mit einem Deckglas
eingedeckt und haltbar gemacht werden.
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3.3. Farbung in Farbegeraten von Dagatron

Die Gram-Farbung und die nachfolgende Trocknung mit den Farbegeréten von Dagatron erfolgen
voll automatisch. Das Verfahren ist ein prazises, komfortables und sicheres Verfahren und spart im
Vergleich zu manuellen Techniken Zeit. Die ausgewéahlte Menge der Féarbelésung wird durch
automatische Injektionskdpfe des Gerédtes auf die einzelnen Objekttrager aufgetragen, wodurch
ein gleichmaBiges, einheitliches Ergebnis ohne Verlust von Probenmaterial erreicht wird.
Ein Durchlauf dauert nur wenige Minuten und es kénnen bis zu 10 oder, bei
zusatzlichem Objekttragerrad, bis zu 20 Objekttrager gleichzeitig im Geréat
| gefarbt werden. Ein Standard Farbeprogramm ist bereits im Geréat
§ eingestellt. Die einzelnen Injektions- und Inkubationszeiten kénnen aber
auch nach Bedarf individuell eingestellt werden. Die vorgenommen
Einstellung bleiben nach Beendigung der Nutzung gespeichert und
@ werden beim nachsten Gebrauch wieder angewandt.
Das Geréat verfiigt zudem Uber ein Selbstreinigungsprogramm und
zeigt an, wenn das Volumen der Reagenzien auf ein kritisches
Restvolumen gesunken ist.
Die Farbeldsungen sind alle gebrauchsfertig und mussen
nicht weiter verdiinnt werden.
Fir die Farbung werden die Objekttrager mit den fixierten
Proben horizontal auf das Objekttragerrad gelegt. Hierbei
empfiehlt es sich, die Objekttrager so auszurichten, dass
die beschriftete Seite zur Mitte zeigt. Der Deckel wird
sicher verschlossen und das Programm ,GRAM®
ausgewahlt. Mit der Taste ,Stain® wird die Farbung
gestartet.

Im Zubehér der Gerate von Dagatron sind Filter fir die
Zulaufschlduche enthalten. Um eine Kristallbildung in
den Filtern zu verhindern und die Injektion des
korrekten Farbevolumes sicherzustellen, sollten die
Filter regelmdBig (mindestens einmal pro Monat)
gereinigt werden.
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4. Analyse und Bewertung

4.1. Analyse

Zunachst kann die Betrachtung der Qualitdt des Praparats makroskopisch erfolgen, hierbei wird
anhand der Gute und Dicke des Ausstrichs der zu analysierende Bereich festgelegt. Eine erste,
oberflachliche Beurteilung der Farbung bezliglich Starke der Farbung und GleichméBigkeit ist
auch bereits moglich.

Die genauere Beurteilung der Praparate sollte mit einem geeigneten Durchlichtmikroskop
erfolgen. Bei geringer VergréBerung (Objektiv 10x oder 20x) kann die Ausstrichqualitdt und die
Farbequalitat festgestellt werden. Entscheidend ist, dass die Zellen mdglichst vereinzelt, also
wenig Uberlagert, liegen und auch nicht beim Ausstrich mechanisch zerstért wurden. Der
geeignete Bereich fur die Differenzierung der Zellen kann definiert werden.

Bei hoherer VergréBerung (Objektiv 50x oder 100x, sofern ndétig Olimmersion) kann die
Differenzierung der Zellen anhand ihrer GroBe, Struktur und Farbung erfolgen. Um wiederholte
Analyse des selben Bereichs zu verhindern, wird das Praparat in einem kurvenférmigen Muster
gescreent.

4.2. Farbeergebnisse
Mit der Gram-Farbung lassen sich Bakterien in grampositiv und gramnegativ einteilen.
- Staphylococcus aureus: Grampositiv, mit GRAMYfix® Safranin gegengefarbt:

Form: kugelférmig
GréBe: 2 0,8-1,2 ym, Zellwanddicke: 20-50 nm
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- Escherichia coli: Gramnegativ, mit GRAMYfix® Safranin gegengefarbt:
Form: stédbchenférmig
GréBe: @ 1,1-1,5 ym, Léange 2,0-6,0 pm
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4.3. Bewertung

Aufgrund der Unterschiede in der Zellwandstruktur erscheinen grampositive Bakterien nach der
Gram-Farbung blau und gramnegative rot. Anhand der GréBe, Form und anderer struktureller
Merkmale kdnnen die Bakterien weiter differenziert werden.

Grampositiv Gramnegativ

% Slttplotoccus 8
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Staphylococcus momor—-sioirs
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D
Extwre™

e U
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antheaces Pion

5. Tipps und Troubleshooting

5.1. Tipps

- Der kritischste Schritt bei der Gram-Farbung ist die Entfarbedauer. Sie korrekt festzulegen ist
wichtig, damit nicht zu stark entféarbt wird.
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Die Einwirkdauer der Féarbeldsungen und insbesondere auch der Entfarbelésung sollten immer
an die entsprechenden Anforderungen angepasst werden.

Die Dicke des Ausstrichs und somit die Dichte der Zellzahl beeinflussen das Farbeergebnis.
Das Praparat sollte gleichmaBig auf dem Objekttrager aufgetragen werden, d.h. es sollten keine
Klumpen oder leere Stellen vorhanden sein. Bei dickeren Ausstrichen sind gréBere Volumen
und langere Einwirkzeiten sinnvoll als bei dinneren. Es empfiehlt sich, Ausstriche ahnlicher
Dicke und Qualitdt zusammen zu farben.

Die Qualitat der Probe kann die Farbequalitat beeinflussen. Zur Farbung sollten immer Proben
von gut wachsende Kulturen verwendet werden. Hier ist anzunehmen, dass die Zellen intakt
und die Zellwande nicht beschadigt sind.

Verschmutzungen auf den Objekttrdgern kdnnen das Ergebnis beeintrédchtigen und sollten
vermieden werden.

Die Menge der verwendeten Farbeldsung ist ebenfalls kritisch. Sie beeinflusst das Ergebnis des
Auswaschens und der Differenzierung.

Wenn die Farbeldésungen Uber einen langeren Zeitraum nicht verwendet werden, kénnen sich
Ablagerungen bilden. Ein Filtrieren der Farbelésungen vor dem erneuten Gebrauch ist daher
sinnvoll.

Eine unsachgeméiBe Lagerung der Farbelésungen kann deren Funktion beeintrachtigen. Es ist
darauf zu achten, dass die Angaben des Herstellers eingehalten werden.

Farbelésungen in Klvetten sollten nach spatestens 3 Tagen gewechselt werden.
Beim Einsatz des Farbegerates muss unbedingt die Anleitung des Herstellers beachtet werden.

Zur Beurteilung der Qualitdt der Farbemethode ist das Mitfihren einer Kontrolle
empfehlenswert, idealerweise auf entsprechenden Objekttradgern wie die zu testende Probe.

5.2. Troubleshooting

Grampositive und gramnegative Bakterien erscheinen grampositiv (blau) - mégliche Ursachen:
- Zu kurze Einwirkzeit der Entfarbelésung

Grampositive und gramnegative Bakterien erscheinen gramnegativ (rot) - mégliche Ursachen:
- Zu lange Einwirkzeit der Entfarbeldsung

Anordnung und Form der Zellen nicht erkennbar - mégliche Ursachen:
- Ausstriche zu dick

Die Zellen erscheinen zu groB - mégliche Ursachen:
- Ausstriche zu dinn

Zu schwache Farbung - mdgliche Ursachen:

- Zu wenig Farbelésung verwendet

Zu dickes Préparat

Zu starke Spulung

Farbezeiten zu kurz

Farbeldsung zu alt oder unsachgeman gelagert oder pH Wert nicht korrekt

Zu starke Farbung - moégliche Ursachen:

- Zu viel Farbelésung verwendet

- Zu dinnes Praparat

- Zu schwache Splilung

- Farbezeiten zu lang

Farbeldsung alt, unsachgemaB gelagert oder pH Wert nicht korrekt

Artefakte sind sichtbar - mégliche Ursachen:
- Farbeldsungen wurden nicht filtriert
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Filter der Zulaufschlauche wurde nicht gesaubert

- Unzureichende/verwésserte Fixierung
Unzureichende Trocknung des Praparats
Fehlerhafte Lagerung der Probe (zu lang/gekiihlt)

- Restflissigkeit [&uft nicht aus dem Gerat ab - mogliche Ursachen:

Mechanische Zerstérung der Zellen beim Ausstreichen

- Das Ende des Ablaufschlauchs berihrt den Boden oder befindet sich zu nahe am Boden des

Abwasserbehélters. Hier sollte ein Abstand eingehalten werden.

- Partikel im Abflussrohr, z.B. von einem zerbrochenen Objekttrager oder durch eine

mikrobielle Verunreinigung
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