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Nase struéna studie, kteri jest ptisp&vkem k the-
matu oplyvajicimu skuteénou spoustou method, ne-
sleduje Zadny zvlastni védecky eil, nybrs chce pro-
spéti v pedagogickém povolani universitniho udite-
le. P¥i mikrobiologickém praktiku se nezbytné do-
jde, a to obyéejné dosti zahy, ke znazortiovani tak
zv. pouzder bakterielnich, t. j. ke kapitole, které se
nelze vyhnouti a jejiz praktické vysledky, jsou-li
korunovany dspéchem, svym estheticky péknym a
velmi nazornym vysledkem znadéné povzbudi pra-
covuni dychtivost. Jak jiZ vyt8eno, method k vyté-
ru, které jsou schopny dati dobré vysledky, je cela
Fada. Témér ke tficeti. A zde jest jadro problému:
vybrati z nich takovou, kteri za vieech okolnosti
i v rukou necviGeného dobré vysledky davati
musi. Po dlouholetyech :kuSenostech v zadasté
hojné navstévovanych praktikdch byli jsme nu-
ceni ztotozniti se se zkuSenosti Kabelikovou, 7e to-.
tiz nejspolehlivéjsi v rukou mladych, nezkuSenych
pracovnikd jest negativni znazornéni pouzder
8 tusi, at jiZz v preparatech nativnich, nebo fixova
nych, Spolehlivost dspéchu jest viak také jedinou
vyhodou této methody. Jejich zapornych strinek
jest vice; nefekne totiz nic o odlisném slojens
pouzdra (p¥ip. schranky), zkresluje jeho tvar i ve-
likost, sekundarni dobarveni v négativu . le¥icich



tél bakterielnich dopada obycejné Spatné a co je
hlavni, nelze ji pouZiti pro natéry z organi infiko-
vanych zvirat. 7Z téchto davoda jsme si nékolikréite
propracovali nékteré z method skuteéné pouzdra
barviei, ale kdyz jsme je predlozili praktikujicim
posluchacéim, byli jsme vidy stejné zklamani, Kaz-
da z nich ma svou vynikajici hodnotu, ale jen v ru-
kou velmj zkuSeného. Koneiné v posledni dobé se
nam podarilo vypracovati methodu, ktera v dnesni
modifikaci, zkousena na mnoha stech preparatech,
dava témeér vidy stejné dobré vysledky, je velmi
Jednoducha, citliva, po strance barevného rozdilu
mezi pouzdrem a mikrobem velmi napadna a esthe-
ticka a hlavné tak dob#e technicky zvladnutelna,
Zze. hned napoprvé jsme s ni docilili v praktikn
u vétsiny posluchaéd nelekand dobré vysledky.
V nadeéji, ze prokaZe jinde tytéZ sluzby, co proka-
zala. nam, a to hlavné v praksi vyuéovaci, predkla-
dame ji verejnosti. Jsme si védomi, Ze FeSeni spo-
¢ima na stejnych prinecipech, jako u vétSiny me-
thod ostatnich. Presto v8ak, Ze se jinym methodam
podob4, nepodaftilo se nam ji tak, jak my ji prova-
dime, nikde najiti popsanu a proto si troufame po-

ladati tuto modifikaci, pokud je to vibec u po-
dobnych method na misté, za ptvodni.

Checeme-1i se pridrieti Kabehkova rozdéleni bar-
vieich method tohoto druhu na metachromatické
a vicebarevné, patfila by nasSe mezi metachromati-
cké. Povazujeme za zbyteéné citovati zde jednot-
livé methody tak, jak jsme je v literatufe, doufa-
me, Ze uplné, shledali; starsi z nich jsou souborné
citovany v priruckach a kompendiich, které uva-
dime v seznamu literatury, z novéjsich se nadm zda
byti pozoruhodnéjsi methoda Baileyova (1929)
s karbofuchsinem a anilinovou gentianovou vio-
let{, methoda Olitzkyho a Tylera (1930), me-
thoda Sabatucciho (1931), methoda Churchmanova
s Wrightovou modfi (1932), ktera se:zda byti nasi



meéthodé nejpodobnéjsi a methoda Howie a Kirk-
patrickova s fuchsinem a eosinem (1934). Od vsech
citovanych liSi se nase methoda pouZitim barviva,
které se nukazalo i pro tento ¢el nad jiné vhodnym,
ac¢ zde pravé ku podiva dosud nikdy pouzito ne-
bylo; timto barvivem jest tak zv., Borrelova modf.
Dale jest odlisnou latka slouZici k diferencovani,
klierou jest zfedény roztok taninu, i jeho aplikace.
Tohoto, pokud jsme se mohli pFesvédéiti, bylo sice
pouzito v nékterych modifikacich jako moridla,
ale nikoliv jako diferencia¢niho éinitele, jak my
ho uzivame. K docileni opravdu uspésnych prepa-
rath, zejména ze zviFecich organi, jest vSak nutno
splniti stejné dokonale dvé didlezité podminky.
Prvni jest pfesna priprava barviva a cilevédomé
— ne otrocké — dodrzovanui tinkeénich principt
(splnéni této podminky jest celkem snazsi, nebot
methoda jest do té miry pruzZna, Ze nejen snasi,
nybrz i témer vyzaduje individuelni odehylky, po-
dle rtznorodosti preparati). Druhou, nejméné stej-
ne dilezitou, kterda byva obvykle malo zdtaraziio-
vana, jest priprava materialu, z néhoZz se prepa-
raty zhotovuji. I této kapitole vénujeme na konec
nékolik slov z vlastni zkusSenosti.

Povazujeme za nemistné v ramei téchto methodi-
ckych nudajt zachazeti na podstatu onoho, urcité
nejednotného ukazu, ktery je héiné nazyvan bak-
terielnim pouzdrem, ani rozebirati — podle naseho
nazoru spravny — nazor Etinger-Tulczynské na
pouzdra vlastni a t. zv. hlenové schranky mikro-
bielni. Netroufame si zachazeti ani do podrobnosti
chemickyeh, pripadné fysikalné-chemickych re-
akel, které se odehravaji mezi riznymi slozkami
metachromatické Borrelovy modfe a substanci
pouzdernou, pripadné plasmatem mikrobielnim,
ackoliv na zakladé velmi cetnych zkusSenosti
& pouzdry a schrankami nejruznéjsiho ptvodu ma-
wme dojem, Ze jde o velice citlivoun mikrochemickou
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reakei, kterd by leccos mohla ukazati, pouzita ja-
ko pomérné jednoduchy indikator, ze zmén v jejich
sloZent,

Borrelova mod#, u nas témé¥ nepouZivana, a
ostatné od zavedeni Giemsova barviva i ve Francii
témé¥ zapomenuta, je jednou z nejlepSich meta-
chromatickych methylenovych mod#i vibee. Mimo
zbytky nepolychromatické methylenové modie
obsahuje velmi vysoka kvanta methylenového azu-
ru a methylenové violeti, které jsou oxydaénimi
produkty é&isté methylenowé modie a podminiuji
pravé jeji polychromasii. KdeZto vSak vétsina po-
lychromatickyeh methylenovyeh modii, jako je
mod¥ Lofflerova, modr Unnova, nebo mod¥ Mi-
chaelisova se vyrabi pozvolnou oxydaci bud za
soucasného umyslného pFidéani alkalii (nasledkem
toho pfi nékterém pouZiti musi byti neutralisova-
na), nebo dlouhodobgm starnutim obyéejné methy.
lenové mod¥i ve sklenéné nadobé, pii ¢emZ se po-
trebna kvanta alkalii uvoliunji rozpousténim skla,
tvori se modfi Borrelova v prostredi s poéatku ne-
utralnim, oxydaci za pritomnosti kysliéniku st¥ibr-
ného. Podle d¥ivéjsich zkusenosti, které s timto
barvivem mame, povaZujeme je za daleko lepsi,
stalejsi a polychromati¢téjsi, nezli je na p¥. bora-
xova modi Sahliho, nebo Mansonova, nebo Proe-
scher a Kruegerova polychromatickd mod¥, vyro-
bena za pfitomnosti peroxydu sodiku. Presto, ¥e
Je barvivo ve vodnim roztoku, vydr#i podle nagich
zkusenosti nékolik mésict.

Pripravu doporutujeme nasledujici: za prvé si
zhotovime 100 cem 1% roztoku &isté methylenové
mod¥fe v neutralni destilované vodé, a to kratko-
dobym zahianim na vodni lazni témé¥ k bodu varu,
¢imZ docilime uplného rozpusténi veskerého barvi-
va. Volba chemického preparatu neni lhostejna:
naprosto se nam neosvéddila methylenova mod¥
Merckova, velmi dobrych vysledkii jsme dosahli
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s methylenovou mod#i Héchstovou a nejlepsiho
s methylenovou mod#i Gritbierovou (Methylenblan
rectif. n. Ehrlich-dr. Griibier, Leipzig). Za druhé
si pripravime kysliénik stribrny, a to nasledujicim
zpusobem: Ve sklenéné bafice si rozpustime pii-
blizné 1 g argentnitratu a p¥ilévame k nému 3%
roztok louhu tak dlouho, pokud se tvoi¥i Zluta sra-
zenina kysliéniku st¥ibrného. Vytvoiena sraZeni-
na, ktera rychle $edne, se promyva tak dlouho de-
stilovanou vodou (na p¥. p¥es filtradni papir), az
vytékajici tekutina je neutralni reakce. Prasek,
zbyly na filtraénim papife, splachneme do $iroké
nadoby (aby tekutina zde se nachazejici byla v ten-
vzdusnym Kkyslikem), a prelejeme predem piipra-
venym roztokem methylenové modie. Nadobu uza-
vreme papirovou zatkou a uloZime na temné misto
pri pokojové temperatufe na dobu asi 3 nedél, pti
¢emz kazdy den jednou nebo dvakrate nékolik mi-
nut obsah nadoby prot¥epavéme. Po 3 nedélich na-
bude modr charakteristického nafialovélého tonu
a muZe se dekantovati, p¥i ¢emz, je-1i dobte uscho-
vana, vydrzi i pul roku.

K diferenciaci, jak jiz shora uvedeno, uziva se
vodni roztok taninu, a to bud v jediné koncentraci,
t. J. v roztoku %% (%% acidi tanici puris. v desti-
lované vodé) po dobu 5 az 10 vtefin, nebo ve dvou
postupnych koncentracich, a to nejdrive opét % %
a nato koncentrovanéjsi (1 az 5%), pri ¢emz vsak
doba phsobeni u kazdého = rizn¥ych roztokta jest
znaéné kratsi, nezli v prvém pripadé. Na zakladé na-
bytych zkuSenosti nemtZeme doporuditi diferenco-
vani ihned taninem koncentrovanéjsim (na pr.5%),
nebot pak musi byti doba diferenciace tak kratka,
ze se neda viubee dobfe odhadnouti a mimo to v ne-
stejné tlustych mistech preparatu dostaneme vel-
mi nestejné vysledky. Vysvétleni, pro¢ je mozZno
dostati dobré vysledky s postupné koncentrova-
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néjsimi roztoky taninu, ale nikoliv ihned s tani-
nem koncentrovanym, nam chybi. Také mame do-
jem, %Ze pravé tanin jest to, ktery vibec umoznil
pouziti Borrelovy modfe pro nase uéely, nebof tato
sama o sobé aplikovana po dobu, ktera bude nize
uvedena, p¥ebarvi preparat az do naprosté nezre-
telnosti a neda se na p¥. destilovanou vodou oddi-
ferencovati. Mame k tomua ostatné i doklad z ci-
cich zkusSenosti, tak na p¥. Heim, jeden z prvych,
kiery zavedl a propracoval Weichselbaumiiv navrh
na pouziti methylenové modi¥e pro barveni pouz-
der, tvrdi, Ze vysoce polychromaticka methylenova
modf se k tomuto udelu vibec nehodi.

Nejuniversalnéj$i typ nasi methody jest nasle-
dujici: _

1. Preparat je fixovan 3 aZz 4 minuty methylalko-
holem, )

9 Barveni Borrelovou med¥i po dobu 3 aZ 5 mi-
nut podle hustoty preparatu.

3. Rychlé oplachnuti pod vodovodem,

4. Diferencovani Spromilovym roztokem taninu
po dobu 5 aZ 10 vte¥in, podle toho, jak preparat
méni barvu.

5. Oplachnuti vodou a osuseni.

Pii diferencovani poznamme optimalni okamizik,
ve kterém jsme nuceni praci prerusiti podle toho,
ze preparat z puvodni tmavé, modrefialové barvy
nabude nahle ténu rtzové mnacéervenalého. Po
oschnuti ovsem i dob¥e diferencovany preparat za-
se zfialovi. Tento pracovni postup je vhodny ze-
jména pro preparaty hustsi, na p¥. pro natéry ze
sieziny, z jater, nebo z hustych hnist. Pro jem-
néj8i- preparaty doporudujeme diferenciaci dvoji.
Nejprve asi na 8 vtefiny Spromilovym roztokem
taninu, nade? klidné mtZeme aplikovati tanin kon-
centrovanéjsi, na p¥. 1 5% po dobu 4 az 5 vterin.
Pro preparaty velmi jemné, na p¥. z krve, u mikro-
bt obdanyeh pouzdry pomérné gracilnimi (pneu-



mokokky), dostali jsme nejlepsi vysledky Borrelo-
vau modii Fedénou jestée aa destilovanou vodou,
pFi ¢emZ se doba barveni p¥islusné prodlouzi, a to
aZz na 8 minut, diferenciace vsak zistava stejna.
Viibec je mozno koncentraci barviva, délku bar-
veni i délku diferenciace méniti podle charakteru
preparatu, p¥i é¢emi%, jako je tomu u vSech barvi-
cich method vibee, je nutno se Fiditi spise eitem,
niezli naprosto presnym dodrZovanim jednotlivych
fazi methody. Celkem vsak, na rozdil od vsech
ostatnich method, které jsme méli prilezitost zkou-
Seti (a to povaZujeme za hlavni prednost nasi me-
thody), i nezkuSeny musi dostati- pfi prvém pouZziti
této methody vysledek slusny a po nékolikerém
opakovani velmi dobry. Barevné vysledky takto
docilené jsou tak effektni, ze¢ prohlizejici skuteé¢né
tézko uvéri, ze jich bylo docileno pouze jedinym
barvivem a diferenciaci, bez kontrastniho dobar-
vovani. | |

Barevny efekt u dobrého preparatu jest asi na-
sledujici:

1. u natéri z organi: homogenni pozadi prepa-
ratu je Sedézelené, erythroeyty intensivnéji zeleno-
modré. Bunééné elementy jsou krasné fialové se
zietelnou vnit¥ni strukturou, pouzdra jsou jasné
dervena, nékdy s nartzovélym nadechem. Téla
mikrobielni tmavé fialova nebo fialovémodra.
Kontrast Sed&zelenavého pozadi, fialové a svitivé
ervené je velmi napadny a estheticky. V krevnim
natéru jsou erythrocyty Zlulavé az zelenavémodré,
lymphocyty fialové, jadra leukocytt krasné fialo-
va, protoplasma leukocytt nafialovéle modra, o né-
co bledsi nezli jadro, velmi dobre se od ného odli-
§vjici. Vnitini struktura bunky dobie patrna.
Pouzdra mikrobt jsou opét intensivné rtzovéder-
vena, protoplasma fialovémodra. Riznou modifi-
kaci v délece plusobeni barviva nebo taninu jest
mo%no barveni odstupiiovat: na nékolika natérech
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% téhoz objektu, a to tak, Ze bud je barva pouzder
intensivéji-Gervena a tedy opticky vzhlednéjsi, ale
jejich kontury jsou o néco méné ostie v okoli vy-
znadeny, nebo jsou tato bled&ji zbarvena, zejména
ve stredni Gasti kolem bakterielnich tél a pak je je-
jich kontura tak uréité vyznadena, jako by pfimo
na preparatu byla vykreslena tusi. Prvni prepa-
r4aty jsou vhodnéjsi pro demonstraci v mikroskopu,
druhé jsou zvlasté tcéelné pro mikrofotografii.

2. Pochopitelné jsme také zkouseli preparaty
z kultur. Barevny effekt jest zde zcela jiny a po-
nékud chudsi (ziejmé vlivem jiné chemické sklad-
by mukosniho obalu) ne%'i u pravych pouzder
7z organn, ale i zde v néklerych p¥ipadech dobre
patrny. DileZitou podminkou jest roztirati kulturu
hlenovitého mikroba s obyéenou vodou a nikoliv
s fysiologickym roztokem, ktery p#i vysychani,
patrné v dusledku zvySencho osmotického tlakn;
podmitiuje svrasténi schranky. Postup barveni je
asi stejny, jako p¥i barveni preparatu z organi,
pouze p¥i diferenciaci taninem protahneme jeho
ptsobeni tak dlouho, aZ preparat z pivodni modro-
fialové barvy zacne nabyvati, jako v hotejsim pfi-
padu, barvu nartZovélou, ale nepferusime zde,
nybrZ pokradujeme jesté o néco dale, az preparat
opét lehce zmodra. Teprve nyni je barveni skon-
&eno, oplachneme a osuSime. V dobfe zbarvenych
preparatech jsou mukosni schranky modravé-
zelené a téla mikrobielni ruzovo-fialova, az
modra. Kontrast mezi barvou mikrobielniho pro-
toplazmatu a pouzdernou sabstanei je velmi dobry,
ohrani¢eni pouzder byva nékdy méné urcité, nezl:
v preparatech z organi. JeS$té napadnéjsi barevné
kontrasty vzniknou, kdyZz k vytvofeni suspense
pouzijeme ztedéného sera. Po dokonalé diferen-
ciaci je pozadi (serum) krasné ruzové, pouzdra
svétle modra a mikroby tmavéji modro-fialové.
3. Velmi podobny effekt barevny, jako pfi bar-
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veni preparati z kultur, dostaneme u preparatt
opouzdiFenych mikrob& z peritonea zvirat. Vy-
Jimku ovSem tvori bacil anthraxu, ktery se i zde
chova jako ve sleziné, nebo v krvi.

K zakonceni dovolime si pi#ipojiti nékolik po-
znamek o druhé slozce, nezbytné k docileni wuspé-
chid, f. jJ. o pfipravé materidlu, nutné pro zhoto-
vovani dobryech preparati. Klasickym objektem
jest a zistane myska (0o néco méné vhodné morde),
naockovana bacilem anthraxu. Nejlepsi vysledky
lze dostati silné virulentnim kmenem bacila
anthraxu, ktery byl oékovan jednoduchym vpi-
chem injek¢éni jehly, namoéené ve 24hodinove
beuillonové kultufe tohoto mikroba, pod ku%i
ocasku. Ze 20 mysek ockovanyech timto zpuasobem
zaslo 18 do 20 hodin, 2 do 24 hodin. Ve wvSech byla
velmi krasné barvitelna pouzdra. Méné virulentni
kmen, zejména je-li inokulovan ve velkych dav-
kach, dava vysledky znaéné horsi. Naprosto ne-
zhytnou podminkou jest zhotoviti preparaty
ihned po smrti zvi¥ete. Velmi krasné
obrazy, ovSem daleko gracilnéjsi, lze dostati z my-
sek, o¢kovanyeh virulentnimi kmeny pneumokoka.
Opét nejlepsi vysledky daval pneumokokus ITT,
0 néco mensi, ale stejné dob¥e barvitelnid pouz-
dra davaly virulentni kmeny pneumokoka I
a II. Ockovani i zde se délo malymi davkami vi-
rulentniho kmene, a to pouze cestou subkutanni.
Inokulace intraperitonedlni nedala nikdy tak
dobrych vysledkii; kdeito vSak u baecila anthraxu
byly nejhezéi preparaty ze sleziny, u pneumokokii
Je daleko predéily preparaty z krve. P¥i infekei
zvi¥at cestou intraperitonoalni mikroby ze skupi-
ny tak zv. opouzdiencii (na pr. pneumobacilem,
bacteriem lactis aerogenes) lze doeciliti jenom
vzacné)i hezkého preparatu jiz proto, Ze pouze
uréita éast jedineit mikrobielnich zachovava v pe-
ritoneu svoji charakteristickou mukosni schranku.
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Jejich tinkee pak je (pochopitelné) aplné rozdilna
od pouzder anthraxovych, nebo pneumokokovych,
takze se preparaty blizi oném, zhotovenym z kul-
tur. Natéry z kultur nevyzZaduji zadnych zvlast-
nich podminek, pouze vhodny vybér kmentd, kte-
ré maiji byti pokud moZno Gerstvé isolované. Zkou-
Seli jsme barviti kultury pneumokoka III, bacte-
rium lactis aerogenes, bact. rhinoscleromatis, bact.
ozaenae a pneumobacila Friedlanderova. U pneu-
mokoka IIT jsou nejlepSi asi 20hodinové kultury
na krevnim agaru, u opouzdfenci tyéinkovityech
nejlépe vyhovuji asi 30hodinové kultury, vyrostlé
na glykosovém agaru p¥i priblizné 25° Skutecné
effektnich vysledkt u kultur jsme vsSak dosahli
pouze u zcela Gerstvé isolovanych kment bacteria
lactis aerogenes, u ostatnich jmenovanych byly
vysledky slabsi, hlavné snad proto, Ze slo o starsi
shirkové kmeny.

Jen zcela letmo se zminime o zajimavych pozo-
rovanich, ktera byla uéinéna u hlenovitych bak-
terii béhem vzristu, pri vytvareni mukosnich
sehranek. Bylo lze pozorovati modrofialové télo mi-
kroba; obklopené ruzovou vnitrni vrstvou a ostie
ohrani¢enoun modrou vrstvou zevni (bact. lactis
aerogenes). Pres skuteéné vynikajici tuspéchy,
kterych jsme s nasi methodou dosahli, méli jsme
tendenci povaZovati tento zjev za nahodny arte-
fakt, podatilo se nam vsak najiti v literature
(Churchman-Emelianoff), ze podobné utvary byly
i témito autory pozorovany a popsany jako dvé
pouzdrové membrany, mezl1 nimiz byl slabé bar-
vitelny prostor. Je velmi pravdépodobné, Ze 1 nas
_ vysledek ukazuje vyvojové faze stejného charak-
teru, _

Je tukolem dalSiho pfezkouseni této methody
a jejiho adoptovani i na uejriznéjsi jiné druhy
mikrobielni, zda bude moZno pri nespornych vy-
hodach nas$i methody prokazati pouzdra, nebo
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hlenovité schranky i u mikrobd (Churchman),
u kteryeh, jak se béiné tvrdi, az do této doby pro-
kazany nebyly, jak tomu ma pry byti u nékterych
bakterii ze skupiny tyfus-coli, u mikroba acido-
resistentnich a R typt pneumokoki.

Résume,

Les auteurs donnent une déscription détaillé
d'une nouvelle méthode de¢ coloration des eapsu-
les microbiennes. Celle ei consiste en coloration
par le blen de Borrel, qui est suivie de différen-
clation par la solution de l'acide tannique a 50/,
Les résultats trés remarquables (capsules rouge-
clair, corps microbiens en violette foncé, noyaux
des cellules violetts, globules rouges, bleu pale)
g'obtiennent d'une extréme facilité, ce qui prouve,
que la méthode est exceptionellement bonne pour
les travaux pratiques de microbiologie.
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