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Gramfargning gors med fyra olika 16sningar (se bild till vanster). Bilden till hdger visar gramnegativa
(cerise/roda) stavformade bakterier (bacillus) samt bla runda bakterier (kocker).

Gramfargning

Bakgrund

Den danske likaren Christian Gram upptickte 1884 gramfirgningstekniken. Enligt
denna firgningsmetod finns det s.k. grampositiva bakterier och gramnegativa bakterier.
Vid gramfargning fixeras bakterierna forst genom att foras genom en eldslaga, darefter
fargas dem med kristallviolett, varefter jod-jodkalium tillstts (Lugols 16sning). Cellerna
behandlas direfter med alkohol eller aceton, vilket avfirgar de gramnegativa bakterier-
na medan de grampositiva bakterierna behéller det morkbla fargkomplexet (kristallvio-
lett). Direfter tillsatts en kontrastfirg, saffranin, som ger de gramnegativa bakterierna
en ljusréd firg medan de grampositiva behéller den morkare firgen.

Hur infirgningsmetoden fungerar ir inte helt klarlagd men skillnader i de morfo-
logiska och fysiologiska egenskaperna, sdsom skillnader i cellviaggens uppbyggnad
ir troligen avgorande. Gramfirgning har fitt stor anvindning vid klassificering av
bakterier.

Uppgift
Du ska firga in négra olika bakteriearter och bedéma om dessa dr grampositiva eller

gramnegativa, samt studera deras form; bacillus (stavar), kocker (runda) eller spiril-
lus (spiralformade).

Sakerhet
e Jakttag god laborativ mikrobiologisk teknik.

e Anvind skyddsklader, skyddsglaségon och skyddshandskar.
e Anvind endast riskklass1-organismer.

® Var uppmirksam vid anvandning av brinnare, objektsglaset kan bli mycket
varmt.

e Kristallviolett (<1% koncentration) ir farligt vid fortiring och kan ge 6gonskador.
Vid stink spola med vatten. Amnet dr mycket giftigt for vattenorganismer. I ho-
gre koncentrationer misstianks kristallviolett kunna orsaka cancer.

® Lugols 16sning ar skadligt for vattenorganismer. Vid 6gon- eller hudkontakt spola
med vatten.
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Saffranin irriterar 6gon, andningsorgan och hud. Vid 6gon- eller hudkontakt spola
med vatten.

Aceton ir mycket brandfarligt. Amnet irriterar 6gonen och upprepad kontakt
kan ge torr hud eller hudsprickor. Etanol ar mycket brandfarligt.

Avfallshantering

Firgamnen skoljs av i en behéllare med mycket torkpapper som sedan kastas i brinn-
bart avfall, se nista sida for exempel. (endast mycket sm& mingder 16sning far spolas
i avloppet.) Objektglasen kan kastas i glaskross.

Material

Objektglas

Fysiologisk saltlésning, NaCl (0,9%) eller vatten, pipett
Agarplattor med klass-1-organismer
Mirkpenna

Trastickor

70% spritlosning

Brinnare + tindstickor

Bigare for uppsamling av tristickor
Behallare for uppsamling av firglosningar
Firglosningar for gramfirgning
Provrorshallare (ser ut som en klidnypa)
E.v. kokplatta for att ersitta brannare
Filtrerpapper

Mobil/klocka for tidtagning

Mikroskop och immersionsolja

Utforande

1.

Tvitta hinderna med tval och vatten.

2. Torka av biankytan med 70% spritlosning.

3. Ta fram objektglas. Varje objektglas kan anvindas till att firga in tva olika bak-

teriearter. Dela in objektglaset i 3 lika stora delar med miarkpennan genom att
dra ett streck som delar av (den tredje rutan ir {or att du ska kunna halla i gla-
set). Mirk glaset vid kanten med respektive bakterie och dina initialer. Rita pa
baksidan av objektsglaset eftersom acetonspriten tar bort markeringen!

Ligg en droppe fysiologisk NaCl (eller vatten) i tvd av rutorna pa objektglaset
blanda droppen med en liten del av en bakteriekoloni som du tar med en tri-
sticka fran plattan. Byt tristicka nir du tar en nya bakteriekoloni sé att du inte
blandar nagra bakteriearter. Obs, skrapa 16st s att du inte fir med nigon agar!

5. Lat preparatet lufttorka eller for det forsiktigt en bit ovanfér ldgan (ca 15-20
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cm), det far inte koka! Hall objektglaset med en provrorshéllare sé att du inte
brinner dig. Som alternativ kan du anvinda en kokplatta, sl& pa 1ag virme och
placera objektsglaset direkt pa plattan. Preparatet maste bli helt torrt och det

far inte koka!

6. Nir objektglaset dr helt torrt, fixera bakterierna i lagan genom att féra prepara-
tet c.a. 4-5 ginger genom lagan. Hall objektglaset med en provrorshallare si att
du inte brinner dig.

Infargning

Foljande steg ska utforas pa en diskbank eller i dragskap. Se till att du har en klocka

eller tidtagningen med mobilen for varje moment.

7. Placera objektglaset pé en stillning 6ver en behéllare med papper som fingar
upp bortskéljda firgimnen.

8. Droppa pa Kristallviolettldsning p& objektglaset och 14t ligga i 30 sek.

9. Droppa pa Lugols l6sning och 13t ligga 30 sek.

10. Avfirga med acetonsprit till fargen har férsvunnit, droppa rikligt med en pipett.

11. Skolj i rinnande vatten fran droppflaska.

12. Efterfirga med Saffranin 10-15 sek.

13. Skolj av med rinnande vatten och torka forsiktigt med filterpapper.

Behdllare for farglosningar

En stéllning ddr objektglasen kan placeras och samlar
upp de fargldsningar som anvéands vid gramfdrgning,
kan enkelt byggas av en plastlada (hdr en gammal
glassldda)och ett par glasstavar som tejpas fast i kan-
ten. Objektglasen placeras pa glasstavarna. Fyll pa med
torkpapper som samlar upp fargen da det ar mycket
viktigt att det inte skdljs ut i avloppet. Torkpappret ska
sedan kastas i brdnnbart avfall.

Mikroskopering

Avlisning av preparaten sker i mikroskop. Borja med att hitta bakterierna med 40x
objektivet. Nir bakterierna syns bra tillsitts 1 droppe immersionsolja och fill in
100x objektivet 6ver preparatet. Finjustera installningen. Obs! Immersionsoljan far
endast anvandas till 100x objektivet. Rengdr mikroskopet noga med sprit efter an-
vindning si att ingen olja finns kvar.
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1. Bestim gramfirg:
Grampositiva bakterier = morkviolett/bla
Gramnegativa bakterier = cerise/r6d

2. Bestam bakteriernas form och fyll i tabellen p4 nista sida.

Resultat

Preparat/bakterie Grampositiv eller gramne- | Form (stav, rund eller spi-
gativ ralformad)

KOCKER BACILLER

Kock Bacill

Diplokocker Diplobaciller

Streptokocker Streptobaciller

Stafylokocker

Unga celler

For att graminfdrgningen ska bli korrekt bor man titta pa celler som ar under tillvaxt,
eftersom dldre celler kan ge en gramnegativ fargreaktion. Anvand darfor bakterier som
odlats pa agarplatta cirka ett dygn.

Fargreaktionen dr inte absolut, det finns bakterier som ar pa gransen mellan positiv och
negativ reaktion.

Tips!

Se ett kort animerat klipp som visar hur gramfdrgning gar till: https://www.youtube.com/
watchiv=AZS2wb/pMo4

P4 Bioresurs webbplats hittar du instruktioner som beskriver mikrobiologiska arbetsme-
toder, samt sdkerhetsanvisningar for laborationer med mikroorganismer. Har finns dven
ett faktablad som beskriver nagra vanliga bakteriearter som kan anvandas som stod till
gramfdrgningen, https://bioresurs.uu.se, valj Resurser och Mikrobiologi.
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