Protokol č......

Dátum:.......................

Meno a priezvisko:........................................................................................

Názov cvičenia: Bunková stena baktérií a Gramovo farbenie.
Úloha: Použitím Gramovho farbenia potvrďte G+ buniek Bacillus mycoides a G- buniek Escherichia coli.

Princíp:

Gramovo farbenie je založené na rozdielnom obsahu lipidov v bunkovej stene baktérií

 -  v G+ baktériách lipidy takmer nie sú

 -  v G- baktériách je 10 – 20 % lipidov

Baktérie sa zafarbia pomocou kryštálovej violete, nasledne sa pridá Lugolov roztok. V Lugolovom roztoku je prítomný jód ktorý s kryštálovou violeťou vytvorí vo vnútri buniek farebné komplexy - kryštály. 

Potom sú bunky premyté alkoholom alebo acetónom.

u G- sa po pôsobení alkoholom rozpúšťajú tuky prítomné v bunkovej stene a farebny komplex je vyplavený z bunky (bunky sú bezfarebné).
u G+ alkohol pôsobí ako vysušovadlo bunka sa uzavrie a farebný komplex zostáva vo vnútri (bunky sú fialové).
Karbolfuchsín zafarbí G- bunky na ružovo
Postup farbenia podľa Grama

U nás sa používa tzv. Huckerova modifikácia

1. Na podložné sklíčko kvapneme malú kvapku vody (priemer 3mm)

2. Sterilným bakteriologickým očkom prenesieme do kvapky kultúru Escherichia coli alebo Bacillus mycoides
3. Vytvoríme náter (napr. pomocou druhého podložného sklíčka)
4. Necháme uschnúť 

5. Fixovanie plameňom (2-5 sekúnd, neupiecť!)
6. Preparát prevrství na 20 sekúnd roztokom kryštálovej violeti

7. Farbivo sa opatrne zmyje stričkou 

8. Preparát sa preleje asi na 20 sekúnd Lugolovým roztokom

9. Opatrne zmyjeme stričkou rovnakým smerom

10. Preparát sa odfarbuje 20 až 30 sekúnd etanolom alebo acetónom

11. Opäť zmyjeme stričkou rovnakým smerom

12. Preparát prelejeme na 30 až 60 sekúnd zriedeným karbolfuchsínom 
13. Farbivo opláchneme stričkou 

14. Preparát prikryjeme krycím sklíčkom

15. Prebytočnú tekutinu osušíme medzi filtračnými papiermi

16. Pozorujeme pod mikroskopom homogénnou imerziou

Vypracovanie:

Zv.................





Zv....................
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Popis................................................

..............................................


.........................................................

Záver:....................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................... 
