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Перечень изучаемых вопросов:
1 Строение клеточной стенки бактерий: повторить теоретический материал, составить схемы строения клеточной стенки грамположительных и грамотрицательных бактерий.
2 Техника и механизм окраски бактерий по методу Грама: ознакомиться с содержанием работ №18, 19 (см ниже), законспектируйте, подпишите фото микроорганизмов.


Лабораторная работа 18
Окраска бактерий по методу Грама

Способ окраски по методу датского ученого Х. Грама является важным диагностическим методом в микробиологической практике. Метод основан на способности некоторых видов бактерий образовывать в клетке прочные соединения основного красителя генцианового фиолетового с йодом. Эти виды бактерий при дальнейшей обработке их 96 % этанолом или ацетоном сохраняют фиолетовую окраску и носят название грамположительных. В отличие от них другие виды бактерий не образуют столь прочного соединения краски с йодом, легко обесцвечиваются под действием спирта, имеют цвет дополнительного красителя и называются грамотрицательными.

Материалы и оборудование: культуры Saccharomyces cerevisiae (дрожжи), Escherichia coli (кишечная палочка), Bacillus subtilis или Bacillus mesentericus, 0,1 % фуксин, генциановый фиолетовый, раствор Люголя, комплект оборудования для микроскопирования, 96 % этанол, полоски фильтровальной бумаги.

Ход работы
1. На предметное стекло наносят три капли воды, в одну вносят культуру дрожжей (грамположительная) (рисунок 12), вдругую (в центре) – любую имеющуюся культуру микроба, в третью – культуру кишечной палочки (грамотрицательная).
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Рисунок 12 – Saccharomyces cerevisiae:
1 – одиночные клетки; 2 – почкующиеся клетки; 
3 – образование сумкоспор в материнской клетке

2. Готовят мазок, фиксируют его. Мазки должны быть по возможности ровными и тонкими. При толстом мазке дифференциация его будет затруднена и грамотрицательные формы бактерий могут выглядеть грамположительными.
3. На мазки наносят полоски фильтровальной бумаги и на них 2–3 капли 1 % генцианового фиолетового на 2–3 минуты.
4. Снимают фильтровальные бумажки, краситель смывают раствором Люголя и заливают препараты этим же раствором. По истечении 1–2 минут препарат промывают водой.
5. На мазки наносят на 60 секунд 96 % спирт. Дифференциацию мазка прекращают, когда закончится вымывание красителя из препарата, а затем быстро промывают водой.
На обесцвечивание мазка спиртом следует обратить особое внимание. При недостаточной обработке все клетки сохраняют окраску, при избыточной – обесцвечиваются.
6. Окрашивают препарат на 0,1 % раствором фуксина в течение 
1–2 минуты, промывают водой, просушивают и микроскопируют объективом ×40 или ×90 (с иммерсией).
Грамположительные клетки окрашены в фиолетовый цвет, грамотрицательные – в розовый.
Сделать вывод о грампринадлежности изучаемых культур.
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Лабораторная работа 19
Экспресс-метод определения грампринадлежности бактерий

Материалы и оборудование: культуры Escherichia coli, Bacillus subtilis или Bacillus mesentericus, в чашке Петри на агаре, пипетки, 3 % раствор КОН, предметные стекла, деревянные шпильки.

Ход работы:
На предметные стекла наносят небольшую каплю 3 % раствора КОН. Затем в каплю с помощью деревянной шпильки вносят биомассу исследуемого штамма микроорганизма. Для этого аккуратно захватывают с поверхности агара биомассу (количество ее должно примерно соответствовать размеру спичечной головки), стараясь не зацепить сам агар. Этой же шпилькой на предметном стекле тщательно перемешивают взвесь. 
Если культура образует тянущуюся за шпилькой субстанцию, то бактерии исследуемого штамма являются грамотрицательными, если нет – грамположительными. 
ИСТОЧНИКИ:
1 Лабораторные занятия по микробиологии: методические указания для студентов науч.-пед. и пед. специальностей / авт.-сост.: В.И. Бойко, Н.В. Шкуратова, Ю.В. Бондарь. ; Брест. гос. ун-т имени А.С. Пушкина. – Брест : БрГУ, 2013. – 51 с. 
2 Микробиология: учебно-методический комплекс / сост.: Н.В. Шкуратова, В.И. Бойко; Брест.гос. ун-т имени А.С. Пушкина. – Брест: БрГУ, 2015. – 163 с.
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