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Inledning

Dansken Christian Gram (1853—1938) upptackte fargningsmetoden “gramfargning” av
en slump. Han behandlade bakterier med en gentianaviolettldsning och darefter med en
jod-kaliumjodidlosning (Lugols 16sning). Vid tvattning med etanol forsvann all farg fran
vissa bakterier (gramnegativa) men inte fran grampositiva bakterier. Gram hade
upptackt en metod for att kunna skilja mellan dessa tva bakteriegrupper. Dessutom fann
han att man kunde anvanda fargpigmentet kristallviolett for att ge bakterier en
kontrastfarg. | denna laboration anvands Grams metoder for att identifiera grampositiva
och gramnegativa bakterier.

Material

Bakteriemassa (eventuellt fran agarplatta). Grampositiv bakterie; exempelvis Bacillus,
gramnegativ bakterie; exempelvis Echerichia coli, en okdnd (ofarlig) bakterie. Losningar i
droppflaskor med kristallviolett, Lugols I6sning, acetonsprit, safranin. Rena objektglas,
platinadgla, pipetter (1-3 ml), tva 1000 ml bagare (vatten och slask), varmeugn (37—
50°C), brannare, etanol for sterilteknik samt mikroskop.

Utforande

En sdkerhetsgenomgang av laborationen diskuteras inledningsvis.

Starta med att en liten droppe vatten placeras mitt pa ett rent objektglas.
Tag lite bakteriemassa med en platinadgla och suspendera (16s upp) i droppen.

Lufttorka preparatet i virmeugn med temperaturen 37-50°C, cirka 5-10 minuter.
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Fixera preparatet genom att fora objektglaset, med bakteriesidan uppat, forsiktigt
4-5 ganger genom brannarens sparlaga.

Tack bakterierna med kristallviolett och Iat verka 1 minut.
Skolj forsiktigt bort fargen med Lugols 16sning.

Tack bakterierna med mera Lugols |6sning och lat verka i 1 minut. Hall av I6sningen.
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Avfarga med acetonsprit tills ingen bla farg langre syns med blotta 6gat. Det tar cirka
20-60 sekunder.

9. Skolj forsiktigt i vatten i cirka fem sekunder.
10. Tack bakterierna med safranin. Lat verka i en minut.
11. Skolj forsiktigt i vatten cirka fem sekunder. Lat lufttorka.

12. Undersok i mikroskop.



Ovrigt
Vilka egenskaper hade din okanda bakterie?
Rita av ditt resultat och skriv ner dina observationer.
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Malgrupp: [7-9, Gy]

Teori

Alla bakterier fargas av Lugols 16sning. Vid fargningen bildas ett komplex mellan
fargamnet och jod som finns inuti cellvaggen. Hos grampositiva bakterier med mycket
tjock och tat cellvagg, halls fargkomplexet kvar medan den tunnare och porésare
gramnegativa cellvaggen lattare kan tvattas ut med etanol. Grampositiva bakterier
forblir darfor blavioletta medan de gramnegativa fargas rosa till roda.

Tips
Det kan vara lampligt att testa sin okdnda bakterie mot referensbakterierna pd samma

objektglas. Lagg den okanda i mitten och en grampositiv och en gramnegativ pa var sin
sida.

Exempel pa “okénd bakterie” kan vara:

- Lactobacillus acidophilus (gram +)

- Micrococcus luteus (gram +)

- Arkéer, t.ex. Halobacterium sp (gram -)

- Cyanobakterier t ex Spirulina sp, Nostoc sp (gram )

KRC rekommenderar att skolan kdper in fardigblandade l16sningar. Om man ska utga fran
fast pulver och sjalv bereda I6sningarna galler sarskilt riskbedémningsunderlag. Se RB
Larare.

Recept for reagensldsningar

Stamldsning kristallviolett

kristallviolett 5 gram
96 % alkohol 100 cm?

Kristallviolettldsning

Stamlésning 10 cm3
Destillerat vatten 40 cm?
1 % ammoniumoxalatlésning 50 cm?
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Jodjodkaliumlésning enligt Lugol till Gramfargning

Jod 1lg
Kaliumjodid 2g
Destillerat vatten 300 cm?

Acetonsprit
Aceton 20 cm?

96 % etanol 80 cm?

Safraninlésning

Safranin 0,25g/10 ml 95 % sprit 10 cm?
Destillerat vatten 90 cm?
Ovrigt

KRC’s systerorganisation Bioresurscentrum har tagit fram ett dokument;
Sakerhetsanvisningar-for laborationer-med-mikroorganismer-samt-GMM. | det finns
nyttig information om arbete i skolan med exempelvis bakterier. Dokumentet kan laddas
ned fran adressen:
https://bioresurs.uu.se/wp-content/uploads/2022/08/Sakerhetsanvisningar-for-

laborationer-med-mikroorganismer-samt-GMM. pdf
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Underlag for riskbeddmning — Gramfargning

En anpassning av riskbedémningen gérs pa arbetsplatsen.

Elever

Kristallviolett Vid mindre spill: Torka upp
0,5 % i etanol med papper.

H225 Mycket brandfarlig vatska och
anga. H319 Orsakar allvarlig
ogonirritation

Lugols 18sning Ej markningspliktig

(jod-kaliumjodid-
|6sning)

Safranin (aq) Ej markningspliktig

Aceton-etanol (l) @@

H225 Mycket brandfarlig vatska och
anga. H319 Orsakar allvarlig
ogonirritation. H336 Kan gora att
man blir dasig eller omtécknad.

| laborationen enbart anvands sma mangder (droppar) av utspadda
kemikalieldsningar. Kop om mojligt in fardigspadda I6sningar av
kristallviolett och jod-jodidjon-16sning.

Vi beredning fran fast pulver galler att kristallviolett klassas som CMR-
amne och jod i fast form ar ett riskminskningsamne. Se
riskbedomningsunderlag pa nasta sida.
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Riskbedomning (RB) Larare: Vid beredning av lésningar fran pulver

Kemikalie Faropiktogram och Om nagot hander
faroangivelser

Kristallviolett (fast Allt arbete maste ske i
pulver) @@ dragskap. Undvik att andas in
A RN damm. Vid invagning ska
H312 Skadligt vid fortaring.

H318 Orsakar allvarliga 6gonskador. dragskapet vara avstangt for

H351 Misstinks kunna orsaka att undvika damm.

cancer. H410 Mycket skadligt for

vattenlevande organismer Anvand skyddshandskar och
ogonskydd.

Vid kontakt med 6gon:

Skolj forsiktigt med vatten i
flera minuter. Ta ur eventuella
kontaktlinser om det gar latt.
Fortsatt att skolja.

Vid exponering eller misstanke
om exponering: Sok lakarhjalp.

Etanol @@ Vid spill: skélj med vatten.

H225 Mycket brandfarlig vatska och
anga. H319 Orsakar allvarlig
ogonirritation

Ammoniumoxalat, Anvand skyddsglaségon.
(NH4)2C204' H,0 (S)

Vid kontakt med 6gon:
H302 + H312 Skadligt vid fértaring Skolj forsiktigt med vatten i
eller hudkontakt. flera minuter. Ta ur eventuella
H319 Orsakar allvarlig égonirritation | kontaktlinser om det gdr latt.
Fortsatt att skolja.

Jod Vid hudkontakt: Tvatta med
mycket vatten

H302+H312+H332 Skadligt vid vid inandning: Flytta personen
fortaring, hudkontakt eller inandning till fr|'sk luft och se till att
H315 Irriterar huden. H319 Orsakar andningen

o underlattas
allvarlig 6gonirritation. H335 Kan

orsaka irritation i luftvagarna. Vid kontakt med 6gonen: Skolj
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H372 Orsakar organskador forsiktigt med vatten i flera
(skoldkortel) genom lang eller minuter. Ta ur

upprepad exponering (vid eventuella kontaktlinser om
fortaring). HA400 Mycket giftigt for det gar latt. Fortsatt att skolja
vattenlevande organismer.

Kaliumjodid At inte, drick inte och rék inte
nar du anvander produkten.
H372: Orsakar organskador
(skoldkortel) genom lang eller

upprepad exponering (vid
fortaring)

Aceton Vid mindre spill: torka upp
@@ med papper.

H225 Mycket brandfarlig vatska och
anga. H319 Orsakar allvarlig
ogonirritation. H336 Kan gora att
man blir dasig eller omtdcknad

Safranin, fast Vid hudkontakt: Tvatta med

pulver mycket vatten.

CAS-nr: 477-73-6 ; - eLAl:
H315 Irriterar huden. H319 Orsakar Vid kontakt med dgonen: Skolj

e forsiktigt med vatten i flera
allvarlig 6gonirritation.

minuter. Ta ur eventuella
kontaktlinser om det gar latt.
Fortsatt att skolja.

Forebyggande Vi beredning fran fast pulver galler att kristallviolett klassas som CMR-

atgarder amne och jod i fast form ar ett riskminskningsamne. Se i tabell ovan.
Avfall och Vid mindre spill och vid stadning torkas I6sningarna upp med papper.
andra Lagg torkpappret i ett storre karl i dragskap for avdunstning av
kommentarer l6sningsmedel.
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