Bakterie Gram-dodatnie | Gram-ujemne
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Przeczytaj
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Bakterie Gram-dodatnie (fioletowe) oraz Gram-ujemne (czerwone) widoczne w mikroskopie

swietlnym (powigkszenie 1000x).
Zrédto: Marc Perkins, Flickr, licencja: CC BY-NC 2.0.

Pierwszg obserwacje bakterii przeprowadzit w 1686 r. Antoni van Leeuwenhoek (czyt.
Lewenhuk), ktory uzyt do tego wiasnorecznie wykonanego mikroskopu. Dwiescie lat
pozniej, w 1884 r., Hans Christian Gram opracowat metode barwienia komorek bakterii
w celu rozpoznania budowy ich Sciany komorkowej. Na tej podstawie mozliwe jest
zroznicowanie bakterii na Gram-dodatnie lub Gram-ujemne. Obecnie metoda Grama

jest standardowg technika wykorzystywang w mikrobiologii.

Twoje cele
e Wyjasnisz roznice w budowie Sciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych.
e Przeanalizujesz etapy barwienia metoda Grama.

e Zaplanujesz i przeprowadzisz doSwiadczenie barwienia bakterii metodg

Grama.




Przeczytaj

Bakterie (w jezyku greckim baktérion oznacza laseczke) to organizmy
jednokomorkowe o prostej budowie i wielkosci od 0,2 do kilkudziesig¢ciu mikrometrow
(um). Tworza krolestwo Prokaryota. Stanowia grupe mikroorganizmow bardzo
zroznicowanych i nie sg ujete w jednolity system klasyfikacji. W odr6znieniu od
Eukaryota komorki bakterii nie zawieraja wydzielonych struktur
wewngtrzkomorkowych (organellow), takich jak mitochondria, lizosomy czy
chloroplasty. Natomiast waznym elementem strukturalnym komorek bakteryjnych jest

sztywna Sciana komorkowa.

Ciekawostka

Bakterie z rodzaju Mycoplasma s3 pozbawione Sciany komorkowe;.

Sciana komorkowa bakterii

Sciana komorkowa to zewnetrzna warstwa komorki bakteryjnej. Podstawowym
elementem budujacym $cian¢ komorkowq jest mureina (peptydoglikan), ktora otacza
komorke. Jest to polimer sktadajgcy sie z tancuchow polisacharydowych potaczonych
tancuchami peptydowymi. Sciana komorkowa bakterii petni funkcje ochronng

i odpowiada za ksztalt komorki.

Wazne!

Bakterie zostaly podzielone na dwie grupy: archebakterie (Archaebacteria)

i eubakterie (bakterie wtasciwe, Eubacteria). Sciany komérkowe archebakterii nie

zawieraja mureiny.

Roznice w budowie Sciany komorkowej bakterii wykorzystywane sg do ich

identyfikacji metoda Grama. Pozwala ona klasyfikowac¢ badane drobnoustroje jako
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bakterie Gram-dodatnie lub Gram-ujemne.

mureina

btona
komorkowa

1
Biatka btonowe
2
Biatka transbtonowe
3
Kwas lipotejchojowy
4
Kwas tejchojowy
5

Lipopolisacharyd (LPS)



Poryny

Fosfolipidy

Lipoproteiny

Budowa $ciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich (G+) (po lewej) i Gram-ujemnych (G-) (po
prawej).
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Sciana komérkowa bakterii Gram-dodatnich

Sciana komorkowa bakterii Gram-dodatnich jest gruba (od 15 do 80 nm), sztywna i ma
prosta budowe. W przeciwienstwie do Sciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych
pozbawiona jest blony zewnetrznej. Mureina jest gesto usieciowana i znajduja sie

w niej kwasy tejchojowe oraz niewielkie iloSci biatek i lipidow.

Bakterie Gram-dodatnie barwia si¢ metodg Grama na kolor fioletowy.

Ciekawostka

Biatka na powierzchni Sciany komorkowej niektorych szczepow bakterii
odpowiadaja za ich wlasciwosci chorobotworcze. Zaliczamy do nich m.in. biatko

A, ktore odpowiada za wirulencje i immunogennos$c¢ u gronkowca ztocistego

(Staphylococcus aureus).
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Sciana komérkowa bakterii Gram-ujemnych

Sciana komoérkowa bakterii Gram-ujemnych ma ztozong budowe i jest cienka (od 2 do

10 nm). Zbudowana jest tylko z jednej warstwy stabo usieciowanej mureiny. U bakterii

tych dominujgca czes¢ Sciany tworzy blona zewnetrzna, w ktorej znajduja sie

fosfolipidy, biatka i lipopolisacharydy. Nie wystepuja w niej kwasy tejchojowe.

Bakterie Gram-ujemne nie barwia si¢ metodq Grama na kolor fioletowy, lecz na inne

kolory, np. rozowy.

Ciekawostka

w zakladach intensywnej terapii.

Lipopolisacharyd (LPS) jest charakterystycznym skladnikiem $ciany komorkowe;j
bakterii Gram-ujemnych. Nazywa si¢ go endotoksyna, poniewaz moze zostac
uwolniony do organizmu w wyniku trawienia enzymatycznego komorek bakterii
lub dzialania antybiotykow. Przejawia silne dzialanie immunogenne i prozapalne.
Przyczynia si¢ do powstawania sepsy, czyli zespotu ogolnoustrojowej reakcji

zapalnej wywolanej zakazeniem. Sepsa jest jedng z najczestszych przyczyn Smierci

Wybrane cechy charakterystyczne bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych

Cechy bakterii Gram-dodatnie
mureina obecna
grubo$¢ mureiny (nm) 15-80
warstwy mureiny wielowarstwowa sie¢
blona zewnetrzna brak

kwasy tejchojowe obecne

Gram-ujemne
obecna
2-10
jednowarstwowa
sie¢
obecna

brak



Cechy bakterii Gram-dodatnie Gram-ujemne

wynik barwienia metodg

G fioletowe rozowe
rama
gronkowiec zlocisty .
. pateczka okreznicy
przedstawiciel (Staphylococcus

(Escherichia coli)
aureus)

Barwienie bakterii metoda Grama

Ciekawostka

Christian Hans Gram (1853-1938) byt
dunskim lekarzem, pracujagcym na
Uniwersytecie w Kopenhadze. W 1884 r.
wprowadzil metode barwienia bakterii
roznicujacego je na bakterie

Gram-dodatnie i Gram-ujemne.

Barwienie metodg Grama pozwala
zidentyfikowac bakterie o odmiennych
cechach biochemicznych i fizjologicznych
(takich jak wrazliwos¢ na antybiotyki

i Srodki dezynfekcyjne), zwigzanych

z r6znicami w budowie Sciany

komorkowe;.
Hans Christian Gram.

Zrodto: Wikimedia Commons, domena publiczna.

Etapy barwienia metodg Grama




Metoda Grama polega na barwieniu utrwalonych bakterii za pomocg kolejno fioletu

krystalicznego, pltynu Lugola i fuksyny zasadowej (albo safraniny),
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Etap pierwszy: Barwienie bakterii fioletem krystalicznym.

Ptyn Lugola
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Etap drugi: Dodanie ptynu Lugola (jod w jodku potasu).

Odbarwienie roztworem
alkoholu
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Etap trzeci: Odbarwienie alkoholem etylowym (70%) kompleksu barwnego.

@
Fuksyna zasadowa ’

¢ \s
N/
\Y/


javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);

Etap czwarty: Podbarwienie bakterii Gram-ujemnych barwnikiem
kontrastujgcym, np. fuksyng zasadowa.

Etapy barwienia bakterii Gram-dodatnich (po lewej) i Gram-ujemnych (po prawej) metodg Grama.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Film pt. Barwienie bakterii metodg Grama.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Wynik barwienia zalezy od typu Sciany komorkowej oraz grubosci mureiny. Gruba
warstwa mureiny bakterii Gram-dodatnich efektywnie zatrzymuje nierozpuszczalne
w wodzie barwne kompleksy fioletu krystalicznego i jodu (zawartego w ptynie Lugola).
W przypadku bakterii Gram-ujemnych barwne kompleksy sg skutecznie wymywane
przez alkohol z cienkiej warstwy mureiny, dlatego do ich ukazania stosuje si¢ barwnik
kontrastowy, np. fuksyne zasadowa.

Komorki bakterii Gram-dodatnich przyjmuja kolor fioletowy, a Gram-ujemnych

rOZOwWY.

Efekt barwienia metodg Grama




Bakterie Gram-dodatnie (G+) wybarwiaja si¢ na fioletowo. Do tej grupy nalezg m.in. niektore
ziarniaki (np. z rodziny Staphylococcaceae), laseczki (np. z rodzaju Bacillus), maczugowce

(Corynebacteriaceae) i promieniowce (Actinobacteria).
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Bakterie Gram-ujemne (G-) przybieraja barwe rézowa. Nalezg do nich m.in. paleczki (np.
z rodzaju Pseudomonas), przecinkowce (np. przecinkowiec cholery - Vibrio cholerae)

i Srubowce (Spirillum).

Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.




Stownik

btona zewnetrzna

podwaojna btona fosfolipidowa, charakterystyczna cecha Sciany komorkowej
bakterii Gram-ujemnych (G-); sklada si¢ z fosfolipidow, bialek, lipopolisacharydu
(LPS) oraz lipoprotein

fiolet krystaliczny

barwnik trifenylometanowy; w potaczeniu z fioletem metylowym tworzy

mieszanin¢ zwang fioletem gencjanowym

fuksyna zasadowa

rozanilina; syntetyczny barwnik zasadowy z grupy barwnikow
triarylometanowych; substancja krystaliczna o metalicznym potysku; jej roztwor

wodny ma barwe purpurowa

immunogennos¢

zdolno$¢ wywolywania odpowiedzi immunologicznej wynikajaca ze swoistej,

rozpoznawanej przez limfocyty konfiguracji molekut

mureina (peptydoglikan)

podstawowy element szkieletu Sciany komorek bakteryjnych; polimer sktadajacy
sie z utozonych naprzemiennie tancuchow N-acetyloglukozoaminy i kwasu
N-acetylomuraminowego potaczonych poprzecznie fancuchami peptydowymi;
biosyntez¢ mureiny hamujg niektore antybiotyki, np. antybiotyki -laktamowe, do

ktorych nalezy penicylina

kwasy tejchojowe

organiczne, polimerowe zwigzki chemiczne zbudowane z fosforanu glicerolu,

fosforanu glukozy lub fosforanu rybitolu przytaczonego do grup fosforowych

ptyn Lugola




1% roztwor jodu I, w 2% wodnym roztworze jodku potasu KI; stosowany do
wykrywania skrobi (w jej obecnosci roztwor zabarwia sie na kolor
ciemnoniebieski) oraz w lecznictwie jako zewnetrzny Srodek odkazajacy (do
ptukania gardla i pedzlowania skory) i wewnetrznie (w chorobach tarczycy,

miazdzycy naczyn)

safranina

zasadowy barwnik organiczny; trwatly, odporny na dzialanie $wiatta, wody, mydia;
uzywany do farbowania witokien, skory, papieru

wirulencja

zespot cech umozliwiajgcych drobnoustrojom chorobotworczym wnikniecie do
organizmu gospodarza, przezycie w nim i namnozenie si¢; zalezg od gatunku
bakterii, szczepu bakteryjnego oraz sit odpornosciowych zaatakowanego

organizmu



Wirtualne laboratorium (WL-I)




Laboratorium 1
Przeprowadz doswiadczenie w laboratorium mikrobiologicznym w celu zbadania
barwienia bakterii metodg Grama. Opisz dokonane obserwacje i otrzymane wyniki,

a nastepnie sformutuj wnioski.

Temat: Barwienie bakterii metodg Grama

Problem badawczy: Czy gronkowiec ztocisty (Staphylococcus aureus) i pateczka

okreznicy (Escherichia coli) barwig sie tak samo przy zastosowaniu metody Grama?

Hipoteza: W wyniku barwienia metoda Grama gronkowiec ztocisty (Staphylococcus

aureus) i pateczka okreznicy (Escherichia coli) barwig sie na kolor filetowy.

Sprzet laboratoryjny:

Szczypce



Eza metalowa

3
Pipeta Pasteura

4

Lateksowe rekawiczki
5

Marker

6

Szkietka podstawowe
7

Mikroskop

8

Metalowa wanienka
9

Palnik

Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.



Odczynniki:

szalka Petriego ze szczepem np. gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus) -

bakteriag Gram-dodatnig;

szalka Petriego ze szczepem np. pateczki okreznicy (Escherichia col) - bakterig

Gram-ujemng;
sol fizjologiczna;

zestaw do barwienia metodg Grama (fiolet krystaliczny, ptyn Lugola, odbarwiacz -

etanol skazony 70%, fuksyna zasadowa);
woda destylowana;

olejek immersyjny;

kawatek mydta;

bibuta.

Instrukcja wykonania doswiadczenia:

1.

2.

3.
4
S.

8.
9.

Zatéz rekawiczki jednorazowe.

Wykonaj utrwalony preparat. Odttus¢ szkietko podstawowe mydtem, a nastepnie

oczysé bibuta.
Podpisz preparat markerem, oznaczajac go jako ,1".
Na srodek szkietka pipetg nanie$ krople soli fizjologicznej.

Wyzarz eze, trzymajac jg pionowo przez kilka sekund w ptomieniu palnika.

Poczekaj do jej ostygniecia.

. Za pomocg ezy przenies jedng kolonie bakterii z szalki S. aureusi delikatnie

rozmaz ja w kropli.

. Suchy preparat chwy¢ peseta. Utrwal go w ptomieniu palnika, przez trzykrotne

przesuniecie szkietka nad ptomieniem. Odtéz preparat i czekaj, az ostygnie.
W taki sam sposéb przygotuj preparat z szalki E. coli. (Powtérz punkty od 2 do 7).

Wykonaj barwienie. Przygotuj wanienke do barwienia w zlewie. Na jej metalowych

rurkach umiesc¢ szkietka podstawowe z utrwalonymi preparatami.



10. Preparaty zalej fioletem krystalicznym, odczekaj 60 sekund.
11. Na preparaty nanie$ ptyn Lugola, odczekaj 30 sekund.

12. Optucz preparaty woda destylowang przy pomocy tryskawki.
13. Preparaty odbarw etanolem skazonym. Poczekaj ok. 10 s.

14. Optucz preparaty woda destylowang przy pomocy tryskawki.
15. Na preparaty nanie$ fuksyne zasadowa, odczekaj 30 sekund.

16. Optucz preparaty wodg destylowang przy pomocy tryskawki.

17. Osusz preparaty bibutg. Pozbawione wilgoci ogladaj pojedynczo w mikroskopie
sSwietlnym z obiektywem immersyjnym, powiekszenie 100x.

Zasob interaktywny dostepny pod adresem https:/zpe.gov.pl/a/Dxlil7CBé

Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Analiza doswiadczenia: Barwienie bakterii metodg Grama.

Problem badawczy: Czy gronkowiec ztocisty (Staphylococcus aureus) i pateczka okreznicy

(Escherichia coli) barwia sie tak samo przy zastosowaniu metody Grama?



https://zpe.gov.pl/a/DxIil7CB6

Hipoteza: W wyniku barwienia metoda Grama gronkowiec ztocisty (Staphylococcus aureus)

i pateczka okreznicy (Escherichia coli) barwia sie na kolor filetowy.

Obserwacje

Whioski

Polecenie 1

W zeszycie wykonaj schematyczny rysunek obu obserwowanych obiektow
w preparatach mikroskopowych. Jakie réznice w ksztatcie bakterii mozna

zaobserwowacé w mikroskopie swietlnym?



Sprawdz sie

Pokaz ¢wiczenia: ® ) @

Cwiczenie 1

Wskaz poprawng informacje dotyczaca archebakterii.

S3 zawsze Gram-dodatnie.

Nie maja $ciany komorkowe;.

Ich $ciana komdrkowa nie zawiera mureiny.

o O O O

S3 zawsze Gram-ujemne.




Cwiczenie 2 @)

Przyporzadkuj opisy do wtasciwych bakterii.

Bakterie Gram-ujemne

Sciana komérkowa zawiera
lipopolisacharyd (LPS).

W S$cianie komorkowej

Bakterie Gram-dodatnie wystepuja kwasy tejchojowe.

Mureina jest gruba - ma ok. 15
do 80 nm.

Mureina jest cienka - ma ok. 2
do 10 nm.

Mureina w Scianie komérkowej
tworzy jednowarstwowa siec.

Mureina w scianie komérkowej
tworzy wielowarstwowg siec.

W Scianie komorkowej nie
wystepuja kwasy tejchojowe.

Cwiczenie 3 ¢

Uporzadkuj w poprawnej kolejnosci etapy barwienia bakterii metoda Grama.

Dodanie ptynu Lugola (jodu w jodku potasu). =
Dodanie barwnika kontrastujgcego - fuksyny zasadowej. =
Odbarwianie alkoholem etylowym (70%) kompleksu barwnego. =
Barwienie bakterii fioletem krystalicznym. =



Cwiczenie 4 ®
Przeciagnij brakujace wyrazenia w odpowiednie miejsca w tekscie.

Aby okresli¢ przynaleznosc¢ bakterii do grupy bakterii Gram-dodatnich lub Gram-ujemnych,

roztworem fuksyny ’ ‘ bezbarwny ’ ‘ fuksyny ’ ‘ rézowy ’ ‘ zabarwi sie na fioletowo ’

alkoholu ‘ zabarwi sie na r6zowo ‘ jodu ’ ‘ roztworem fioletu krystalicznego ’

roztworem jodu ’ ‘ fioletowy ’ ‘ odbarwi sie ’

Cwiczenie 5 Q@

Na podstawie schematycznych rysunkéw opisz elementy budowy sciany komérkowej
bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych.

Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0, licencja: CC BY-SA 3.0.



Cwiczenie 6 C
Uzasadnij, dlaczego bakterie Gram-ujemne odbarwiajg sie w wyniku dziatania alkoholu

etylowego (70%) i nie przybierajg fioletowej barwy.

Cwiczenie 7 @

Zdecyduj, czy podane stwierdzenie jest prawdziwe czy fatszywe, a nastepnie uzasadnij swoj
wybbr.

Penicylina dziata szkodliwie na komorki bakterii, lecz nie wptywa na komoérki cztowieka.

Odpowiedz Odpowiedz
Prawda () Fatsz (O

Cwiczenie 8 @

Ktory z elementéow budowy sciany komérkowej nazywamy endotoksyng i z czego wynika ta

nazwa? Zapisz odpowiedz.




Dla nauczyciela

Scenariusz lekcji

Autor: Zyta Sendecka

Przedmiot: biologia

Temat: Bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne

Grupa docelowa: uczniowie III etapu edukacyjnego - ksztalcenie w zakresie

rozszerzonym

Podstawa programowa:

Zakres rozszerzony
Tresci nauczania - wymagania szczegotowe
VI. Bakterie i archeowce. Uczen:
1) przedstawia budowe komorki prokariotycznej, z uwzglednieniem roznic

w budowie Sciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych;

Ksztaltowane kompetencje kluczowe:

kompetencje w zakresie rozumienia i tworzenia informacji;

kompetencje matematyczne oraz kompetencje w zakresie nauk przyrodniczych,

technologii i inzynierii;

kompetencje cyfrowe;

kompetencje osobiste, spoteczne i w zakresie umiejetnosci uczenia sie.

Cele operacyjne:



Uczen:

e opisuje roznice w budowie $ciany komorkowej bakterii;
e przeprowadza barwienie metodg Grama;

e rozpoznaje na preparacie mikroskopowym bakterie Gram-dodatnie

i Gram-ujemne;

e wyjasnia zasade¢ podziatu bakterii na dwie grupy: Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych;

e uzasadnia znaczenie barwienia bakterii metodq Grama.

Strategie nauczania:

e konstruktywizm;

e strategia eksperymentalno-obserwacyjna.

Metody i techniki nauczania:

e modelowanie, pokaz;
e wirtualne laboratorium;

e obserwacja bezposrednia.

Formy pracy:

praca indywidualna;

praca w grupach;

praca w parach;

praca catego zespotu klasowego.
Srodki dydaktyczne:

e komputery z gloSnikami i dostepem do internetu, stuchawki;



zasoby multimedialne zawarte w e-materiale;

tablica interaktywna /tablica, pisak/kreda;

preparaty trwate wybarwionych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych;

mikroskopy Swietlne.

Przed lekcja

Wykorzystujac wiedze zdobytg na poprzedniej lekcji, uczniowie przygotowuja
w grupach z dowolnych materialbw model Sciany komorkowej bakterii

Gram-dodatnich i Gram-ujemnych.

Przebieg zajec

Faza wstepna

1. Nauczyciel wybiera grupe, ktora demonstruje i opisuje model budowy
wylosowanej $ciany komorkowej bakterii: Gram-dodatniej lub Gram-ujemne;.
Inna wybrana grupa przedstawia i omawia drugi rodzaj Sciany komorkowe;j
bakterii. Nauczyciel ocenia prace uczniow. Uczniowie wykonujg ¢wiczenia

interaktywne nr1i 2.

Faza realizacyjna

1. Nauczyciel prezentuje posta¢ Hansa Christiana Grama.

2. Uczniowie, pracujac indywidualnie, przeprowadzajq doSwiadczenie opisane
w wirtualnym laboratorium. Na przygotowanych kartach pracy uzupetniajg

wyniki i wniosek z doSwiadczenia.

3. Kazda para uczniow przeprowadza obserwacje mikroskopowg preparatu
trwatego bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Zadaniem uczniow jest
wykonanie na karcie pracy dokumentacji obserwacji w postaci rysunku

biologicznego. Karty pracy oddajg nauczycielowi do oceny.

Faza podsumowujaca



1. Nauczyciel prosi uczniow, aby wyszukali (np. w internecie) i zaprezentowali

informacje na temat praktycznego zastosowania barwienia metodg Grama.

2. W ramach podsumowania nauczyciel prosi uczniow, by kazdy z nich utozyt
pytanie testowe jednokrotnego wyboru. Pytanie ma odnosic si¢ do zagadnien
poruszanych na lekcji. Nastepnie uczniowie w parach wymieniajg si¢ zadaniami.

Nauczyciel czuwa nad poprawnoscia wykonania zadania.

Praca domowa

Uczniowie wykonujg ¢wiczenianr71i 8.

Materialy pomocnicze

Zalacznik 1. Karta pracy.
Plik o rozmiarze 78.87 KB w jezyku polskim

Wskazowki metodyczne opisujace rozne zastosowania wirtualnego laboratorium

Wirtualne laboratorium powinno zosta¢ wykorzystane w fazie realizacyjnej lekciji.
Kazdy uczen powinien samodzielnie, w okreslonym przez nauczyciela czasie,

przeprowadzi¢ wirtualne barwienie bakterii.



