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ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑΣ


2η ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΑΣΚΗΣΗ 
ΧΡΩΣΗ GRAM
Το 1884 ο  Δανός βακτηριολόγος Christian Gram ανέπτυξε μια τεχνική χρώσεως η οποία διαφοροποιεί τα βακτήρια σε δυο ομάδες: τα Gram-θετικά και τα Gram-αρνητικά. Η διαδικασία χρώσης στηρίζεται στην ικανότητα των μικροοργανισμών να συγκρατούν το ιώδες χρώμα του κρυσταλλικού ιώδους  κατά  την έκπλυσή  τους  με  αλκοόλη. Τα  Gram-αρνητικά βακτήρια αποχρωματίζονται με την αλκοόλη ενώ αντίθετα τα Gram-θετικά δεν αποχρωματίζονται και διατηρούν το ιώδες χρώμα τους. Μετά τον αποχρωματισμό τα κύτταρα υποβάλλονται σε νέα χρώση (χρώση αντίθεσης)  με σαφρανίνη η οποία χρωματίζει τα αποχρωματισμένα κύτταρα κόκκινα. 

Στην Εικ.1 απεικονίζονται οι επιδράσεις των διαφόρων αντιδραστηρίων πάνω στα βακτηριακά κύτταρα σε κάθε ένα στάδιο της διαδικασίας. Το κρυσταλλικό ιώδες, η κύρια χρωστική, χρωματίζει μετά 20 sec τόσο τα Gram-θετικά όσο και τα Gram-αρνητικά ιώδη. Μετά την εφαρμογή του στερεοποιητικού  διαλύματος ιωδίου Gram, το χρώμα των Gram-θετικών και των Gram- αρνητικών παραμένει το ίδιο: ιώδες. Ο ρόλος του ιωδίου Gram είναι να ενωθεί με το κρυσταλλικό ιώδες και να σχηματίσει αδιάλυτες σχετικά ενώσεις στα Gram-θετικά βακτήρια. 'Όταν τα κύτταρα εκπλυθούν με τον παράγοντα αποχρωματισμού, δηλαδή με 95% αλκοόλη για 10-20 sec, τα Gram-αρνητικά βακτήρια αποχρωματίζονται ενώ τα Gram-θετικά διατηρούν το ιώδες χρώμα. Στο τελικά στάδιο της χρώσης αντίθεσης η σαφρανίνη χρωματίζει τα Gram-αρνητικά βακτήρια κόκκινα, ενώ τα Gram-θετικά μένουν ανεπηρέαστα. 

Απ'  όλες τις τεχνικές χρώσεως που χρησιμοποιούνται στην ταυτοποίηση αγνώστων βακτηρίων η χρώση Gram είναι χωρίς αμφιβολία το πιο σημαντικό εργαλείο. Αν και απλή, η επιτυχία της απαιτεί εμπειρία και εξάσκηση. Δυο σημαντικές υποδείξεις: (α) Μην χρησιμοποιείτε μεγάλες ποσότητες υλικού κατά την προετοιμασία του παρασκευάσματος. Το επίχρισμα πρέπει να είναι λεπτό. (β) Δώστε ιδιαίτερη προσοχή στο στάδιο της έκπλυσης με αλκοόλη (αποχρωματισμού). 

'Όταν εργάζεται κανείς με άγνωστα βακτήρια πρέπει να θυμάται ότι σε ηλικιωμένες καλλιέργειες τα Gram-θετικά βακτήρια έχουν την τάση να αποχρωματίζονται πιο γρήγορα απ' ότι κύτταρα νεαρών καλλιεργειών, με αποτέλεσμα να κινδυνεύουν να χαρακτηριστούν εσφαλμένα Gram-αρνητικά αντί  Gram-θετικά. Για  αξιόπιστα αποτελέσματα πρέπει να  χρησιμοποιούνται καλλιέργειες ηλικίας 16 ωρών. Πρέπει επίσης να επισημανθεί ότι μερικά είδη Bacillus έχουν την τάση να εμφανίζονται ποικίλα κατά Gram, δηλαδή άλλοτε θετικά και άλλοτε αρνητικά. 

Στην εργαστηριακή αυτή άσκηση θα έχεις την ευκαιρία να εφαρμόσεις την τεχνική αυτή σε διάφορα είδη βακτηρίων και να διαπιστώσεις κατά πόσο μπορείς να επιτύχεις να έχεις αξιόπιστα αποτελέσματα. Αν δεν κατακτήσεις των τεχνική τώρα θα έχεις δυσκολίες όταν θα χρειαστεί να εργαστείς με άγνωστες καλλιέργειες. 
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ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΧΡΩΣΗΣ

Υλικά: 

· Αντικειμενοφόροι πλάκες 

· Λύχνος 

· Μικροβιολογικός κρίκος 

· Λαβίδα (μανταλάκι) 

· Αντιδραστήρια χρώσεως (κρυσταλλικό ιώδες, διάλυμα ιωδίου, σαφρανίνη) και φιαλίδιο πλύσεως 

· Απορροφητικό χαρτί 

Α. Προετοιμασία βακτηριακού επιχρίσματος 

Από υγρές καλλιέργειες. 

1. Η αντικειμενοφόρος πρέπει να είναι καθαρή από σκόνες και λίπη. 

2. Ανακίνησε καλά τη καλλιέργεια και μετέφερε με την βοήθεια του βακτηριολογικού κρίκου ασηπτικά δύο σταγόνες στο κέντρο της αντικειμενοφόρου. 

3. Άφησε την αντικειμενοφόρο να στεγνώσει κανονικά χωρίς θέρμανση. 

4. Αφού στεγνώσει, πέρασέ την πάνω από την φλόγα του λύχνου για να θανατωθούν τα κύτταρα και να προσηλωθούν στην επιφάνεια της αντικειμενοφόρου. 

5. Στους χειρισμούς αυτούς δεν είναι απαραίτητη η χρήση της λαβίδας. 

Από στερεές καλλιέργειες. 

1. Η αντικειμενοφόρος πρέπει να είναι καθαρή από σκόνες και λίπη. 

2. Αποστείρωσε στη φλόγα τον βακτηριολογικό κρίκο και αφού κρυώσει μετέφερε δύο σταγόνες νερό στο κέντρο της αντικειμενοφόρου. 

3. Αποστείρωσε στη φλόγα τον βακτηριολογικό κρίκο και αφού κρυώσει μετέφερε μια πολύ μικρή ποσότητα της καλλιέργειας και ανάμειξέ τη με το νερό στην αντικειμενοφόρο. Άπλωσε το μίγμα πάνω στην επιφάνεια της αντικειμενοφόρου σε μια έκταση ενός περίπου τετραγωνικού εκατοστού. Μην ξεχάσεις να αποστειρώσεις στη φλόγα  τον βακτηριολογικό κρίκο πριν τον αποθέσεις στον πάγκο. 

4. Άφησε την αντικειμενοφόρο να στεγνώσει κανονικά χωρίς θέρμανση. 

5. Αφού στεγνώσει η αντικειμενοφόρος πέρασέ την πάνω από την φλόγα του λύχνου για να θανατωθούν τα κύτταρα και να προσηλωθούν στην επιφάνεια της αντικειμενοφόρου. Στους χειρισμούς αυτούς δεν είναι απαραίτητη η χρήση της λαβίδας. 

Διαδικασία χρώσης 

1.  Κάλυψε το επίχρισμα με  κρυσταλλικό ιώδες και άφησέ το επί 20 sec. 

2.  Ξέπλυνε την περίσσεια της χρωστικής με λίγο απεσταγμένο νερό (2 sec). 

3.  Κάλυψε το επίχρισμα με διάλυμα ιωδίου Gram και άφησέ το για ένα λεπτό. 

4.  Απομάκρυνε την περίσσεια του διαλύματος ιωδίου Gram και κάλυψε την αντικειμενοφόρο με 95% αλκοόλη για 10 -20 sec ή μέχρις ότου ο διαλύτης εκρέει από την αντικειμενοφόρο άχρωμος. Το στάδιο αυτό απαιτεί ιδιαίτερη προσοχή. 

5.   Διέκοψε τη δράση της αλκοόλης πλένοντας την αντικειμενοφόρο με νερό (2 sec). 

6.   Κάλυψε το επίχρισμα με σαφρανίνη για 20 sec. (Μερικοί προτιμούν περισσότερο χρόνο). 

7.   Πλύνε προσεκτικά για μερικά δευτερόλεπτα (2 sec), τοποθέτησε την αντικειμενοφόρο ανάμεσα δύο φύλλα διηθητικού χαρτιού για να απομακρύνεις την περίσσεια του νερού και άφησε την αντικειμενοφόρο να στεγνώσει στον αέρα. 

8.   Εξέτασε το παρασκεύασμα με τον ελαιοκαταδυτικό φακό.
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Εικόνα. Χρωματικές μεταβολές των κυττάρων στα διάφορα στάδια εφαρμογής της μεθόδου χρώσεως κατά Gram
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