	
Lucrare de laborator nr.3

Tema: Structura celulei bacteriene. Metode de studiu.
Colorația Gram.

	Scopul lucrării:
Însușirea colorației compuse conform metodei Gram (an. 1884) pentru studierea structurii celulei bacteriene și diferențierea bacteriilor Gram pozitive și Gram negative.

	Materiale și ustensile:
Culturi de microorganisme (culturi bacteriene) lame, lamele, hârtie de filtru, ansă microbiologică, pipete Pasteur, spirtieră sau bec Bunsen, stativ, apă distilată, alcool etilic (C2H5OH), soluție NaCl 0,85%, colorant (albastru de metilen, gentian violet, fuxină acidă), soluție Lugol.

	
Tehnica executării colorației Gram:

1. Se pregătește frotiu din cultură de bacterii și se fixează cu ajutorul căldurii. 
2. Pe frotiul fixat se picură soluție de albastru de metilen (gentian violet) sau se aplică hârtie de filtru îmbibată preventiv cu colorant (conform modificației propuse de Sinev) și se picură 2-3 picături de apă. Colorantul se menține timp de 1-2 min. După expirarea timpului colorantul se înlătură fără spălare.
3. Pe frotiul colorat se aplică soluție Lugol (I2 în KI, 1%) și se menține timp de 1 min. după care se înlătură fără spălare.
4. Frotiul se decolorează cu etanol timp de 30 sec., până la dispariția completă a culorii violete. Preparatul se spală cu apă.
5. Pe frotiu se aplică fuxină Pfeiffer, se menține timp de 1-2 min, după care colorantul se înlătură prin spălare cu apă, frotiul colorat se usucă și se examinează la obiectivul 100x.
N.B! Bacteriile Gram pozitive se colorează în albastru-violet, cele Gram negative se colorează în roz.

	









	

	Fig. 1 Frotiul examinat la obiectivul cu imersie.
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	Fig. 1 Frotiul examinat la obiectivul cu imersie.
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	Concluzii:


	Informație suplimentară: 
Structura celulei bacteriene. Peretele celular. Funcțiile realizate de peretele celular.
(rezumat, 1-3 pagini de text tehnoredactat conform normelor gramaticale și ortografice în vigoare în aplicația MS Word, fonta Times New Roman 14, Normal, aliniere stânga-dreapta, alineat din 5 semne, sau  text coerent scris de mână.)



	
Лабораторная работа №3

Тема: Строение бактериальной клетки. Методы исследования.
Окрашивание по Граму.

	Цель работы:
Приобретение навыков окрашивания бактериальной клетки по методу Грама (1884 год) для изучения строения бактериальной клетки и дифференциации грамположительных и грамотрицательных бактерий.

	[bookmark: _GoBack]Материалы и инструменты:
Культуры микроорганизмов (бактериальные культуры) предметные стекла, покровные стекла, фильтровальная бумага, микробиологическая петля, пипетки Пастера, спиртовка или горелка, штатив, вода дистиллированная, спирт этиловый (C2H5OH), раствор NaCl 0,85%, краситель (метиленовый синий, генцианвиолет, кислотный фуксин), раствор Люголя.

	
Техника выполнения окрашивания по Граму:

1.  Готовят мазок бактериальной культуры и фиксируют нагреванием.
2. На фиксированный мазок капнуть раствор метиленового синего (генцианвиолета) или приложить фильтровальную бумагу, предварительно пропитанную красителем (по модификации, предложенной Синевым) и капнуть 2-3 капли воды. Краситель выдерживается 1-2 мин. По истечении времени краситель удаляют без промывки.
3. Раствор Люголя (I2 в KI, 1%) наносят на окрашенный мазок и выдерживают 1 мин. после чего сливают без промывки.
4. Мазок обесцвечивают этанолом в течении 30 сек., до полного исчезновения фиолетовой окраски. Препарат промывают водой.
5. На мазок наносят фуксин, выдерживают 1-2 мин, после чего краситель удаляют промыванием водой, окрашенный мазок высушивают и просматривают с увеличением 1000х.
N.B! Грамположительные бактерии окрашиваются в сине-фиолетовый цвет, грамотрицательные – в розовый.

	







	

	
	

	Выводы:


	Дополнительная информация:
Бактериальная клеточная структура. Клеточная стенка. Функции, выполняемые клеточной стенкой.
(резюме, 1-3 страницы текста, отредактированного в соответствии с грамматическими и орфографическими правилами, в приложении MS Word, шрифт Times New Roman 14, Normal, выравнивание слева-направо, абзац из 5 символов или текст, написанный от руки. )



