Τμήμα Διατροφής και Διαιτολογίας

ΑΤΕΙ ΣΗΤΕΙΑΣ

εργαστηριο βιολογιας κυτταρου

· ΜΟΝΙΜΟΠΟΙΗΣΗ ΚΑΙ ΧΡΩΣΗ ΜΕ ΑΠΛΕΣ ΧΡΩΣΤΙΚΕΣ
Με την άσκηση αυτή θα μονιμοποιήσετε μικροοργανισμούς από δικές σας καλλιέργειες και αφού τις χρωματίσετε, θα τις παρατηρήσετε μικροσκοπικά. Πρώτα όμως λίγη θεωρία.

Χρώσεις
Υπάρχουν πολλοί τρόποι για να χρωματίσουμε τα βακτήρια για να τα διακρίνουμε στο μικροσκόπιο και οι τρόποι χωρίζονται γενικώς σε (1) απλούς (μη εξειδικευμένους) και (2) διαφοροποιημένους (εξειδικευμένους). Οι διαφοροποιημένες  χρωστικές δίνουν διαφορετικά αποτελέσματα ανάλογα με τον οργανισμό που «χειριζόμαστε» και βοηθούν στο να ταυτοποιήσουμε τον οργανισμό.
Οι απλές χρώσεις αντιδρούν με όλα τα βακτήρια με τον ίδιο τρόπο και χρησιμεύουν στο να αυξήσουμε την αντίθεση στο μικροσκόπιο και να διακρίνουμε μορφολογία, μέγεθος και διάταξη. Διακρίνονται σε όξινες και αλκαλικές. 
· Στις αλκαλικές χρωστικές (άμεση χρώση), το θετικό φορτισμένο ιόν είναι το χρωμοφόρο οπότε αντιδρά με αρνητικά φορτισμένα υλικά. Το κυτταρόπλασμα όλων των βακτηρίων, σε ουδέτερο pΗ, είναι ελαφρώς αρνητικά φορτισμένο οπότε «ελκύει» τις αλκαλικές χρώσεις. Παραδείγματα αλκαλικών χρωστικών είναι το κρυσταλλικό ιώδες, η σαφρανίνη, η βασική φουσίνη και το μπλε του μεθυλενίου. Για παράδειγμα η χρωστική «μπλε του μεθυλενίου» είναι για την ακρίβεια το χλωριούχο μπλε του μεθυλενίου, ένα άλας το οποίο παθαίνει διάσταση στο θετικά φορτισμένο ιόν μπλε του μεθυλενίου που είναι μπλέ και το αρνητικά φορτισμένο ιόν του χλωρίου το οποίο είναι άχρωμο. 
· Στις όξινες χρωστικές (έμμεση χρώση), το  αρνητικά φορτισμένο ιόν είναι το χρωμοφόρο οπότε απωθείται από την βακτηριακή επιφάνεια και κατακάθεται γύρω από το οργανισμό, βάφοντας έτσι το περιβάλλον και αφήνοντας το βακτήριο να φαίνεται διαφανές.  Παραδείγματα όφινων χρωστικών είναι η νιγροσίνη και το κόκκινο του Κονγκό.
Gram θετικά και Gram αρνητικά βακτήρια – Χρώση κατά Gram
Η χρώση κατά Gram είναι μια  που χρησιμοποιούνται στην μικροβιολογία και η οποία αναπτύχθηκε από τον Δανό Gram το 1884. Ο ερευνητής αυτός παρατήρησε ότι χρησιμοποιώντας δύο διαφορετικές διαδοχικές χρώσεις, όλα τα βακτήρια κατηγοριοποιούνταν σε 2 κατηγορίες που διέφεραν «χρωματικά»: τα «κατά  Gram-θετικά» και  τα «Gram-αρνητικά βακτήρια».  Η διαφορά στο χρώμα που τελικά αποκτούν τα βακτήρια οφείλεται σε διαφορετικά μορφολογικά χαρακτηριστικά που έχουν οι δύο «ομάδες» βακτηρίων. 

	Χαρακτηριστικά
	Gram θετικά
	Gram αρνητικά

	Αντίδραση κατά Gram
	Μπορούν να διατηρήσουν την χρωστική κρυσταλλικό ιώδες και τα βακτήρια βάφονται βαθύ κυανό ή μώβ
	Μπορούν να αποχρωματιστούν από την προηγούμενη χρώση και να ξαναβαφτούν με την χρωστική σαφρανίνη κόκκινα. 

	Στοιβάδα(ες) πεπτιδογλυκάνης
	Παχύ (πολλές στοιβάδες) 
	Λεπτό (μονή στοιβάδα)

	Λιποπολυσακχαρίδια
	Σχεδόν κανένα
	πολλά

	Εξωτερική μεμβράνη 
	απουσιάζει
	υπάρχει
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Πηγή: http://tutorials.jakearkinstall.com/article/view/4
Στην άσκηση αυτή θα χρησιμοποιήσετε βακτήρια από καλλιέργειες που αναπτύξατε σε στέρεο θρεπτικό μέσο. Θα χρησιμοποιήσετε τη χρωστική μπλε του μεθυλενίου, το οποίο για να χρωματίσει κατάλληλα ένα επίχρισμα σε μια αντικειμενοφόρο πλάκα χρειάζεται 30 - 60 δευτερόλεπτα.
Πείραμα
Υλικά και συσκευές 
Χρωστική: μπλε του μεθυλενίου 
Αντικειμενοφόροι πλάκες Καλλιέργειες βακτηρίων Οδοντογλυφίδες Μικροβιολογικοί κρίκοι Αποστειρωμένο νερό 
Νερό για πλύσιμο 
Λεκάνες χρώσης 
Μικροσκόπια
Μονιμοποίηση μικροοργανισμών
Με τον μικροβιολογικό κρίκο μεταφέρετε σε μια καθαρή αντικειμενοφόρο πλάκα ένα
μικρό τμήμα από καθαρή καλλιέργεια. Προσθέτουμε στα μικρόβια μια σταγόνα
αποστειρωμένου νερού.
Η σταγόνα απλώνεται με τον κρίκο στην αντικειμενοφόρο πλάκα. Προσοχή το
στρώμα των μικροβίων που θα σχηματιστεί, θα πρέπει να είναι αρκετά αραιό ώστε να
είναι δυνατή η μικροσκοπική παρατήρηση μονών οργανισμών.
Αφήστε την αντικειμενοφόρο να στεγνώσει στον αέρα. Μπορείτε να την πλησιάζετε
κοντά στην φλόγα του λύχνου Bunsen όπου το περιβάλλον είναι ξηρό.
Περνάτε την αντικειμενοφόρο πλάκα, με την πλευρά του ξηρού στρώματος των
κυττάρων προς τα πάνω, στιγμιαία από τη φλόγα Bunsen, 3 φορές. Προσοχή, η
αντικειμενοφόρος πλάκα μετά το πέρασμα από τη φλόγα θα πρέπει να είναι ζεστή,
όχι καυτή. Δοκιμάστε πριν το ζέσταμα των κυττάρων με μια αντικειμενοφόρο χωρίς
παρασκεύασμα για να βεβαιωθείτε πόσο γρήγορα πρέπει να γίνεται το πέρασμα από
τη φλόγα.
· Τοποθετήστε την αντικειμενοφόρο πλάκα που μονιμοποιήθηκε προηγουμένως, στην ειδική λεκάνη χρώσης.
· Καλύψτε τα μονιμοποιημένα επιχρίσματα με 2-3 σταγόνες χρωστικής.
· Μετά τον κατάλληλο χρόνο, πλύνετε το επίχρισμα με αρκετό νερό.
· Στεγνώστε τις αντικειμενοφόρους πλάκες με διηθητικό χαρτί.
· Παρατηρείστε τα παρασκευάσματα στο οπτικό μικροσκόπιο και σχεδιάστε ένα καλό οπτικό πεδίο για κάθε δείγμα. Σημειώστε τις κτυπητές διαφορές που υπάρχουν σε ότι αφορά το μέγεθος, τις μορφές και τη διευθέτηση μεταξύ των διάφορων μικροοργανισμών.
