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                                 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ- ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΚΗ ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΗ
‘Όργανα και υλικά:
· Λύχνος 
· Τρυβλία
· Αποσταγμένο νερό
· Άγαρ
· Κύβος ζωμού κρέατος
· Μικροσκόπιο
· Λύχνος Bunsen
Προετοιμασία θρεπτικού υλικού:
Το θρεπτικό υλικό αποτελεί πηγή θρεπτικών ουσιών για τους μικροοργανισμούς. Οι μικροοργανισμοί χρειάζονται διαφορετικές ομάδες θρεπτικών ουσιών και σε διαφορετικές ποσότητες. Οι κατηγορίες των μέσων είναι δύο: η πρώτη, τα χημικώς καθορισμένα ,που περιέχουν συγκεκριμένες ποσότητες ανόργανων ή οργανικών ουσιών υψηλής καθαρότητας σε συγκεκριμένη ποσότητα αποσταγμένου νερού. Η δεύτερη κατηγορία περιλαμβάνει τα χημικώς μη καθορισμένα (σύνθετα)που περιέχουν ουσίες με υψηλή θρεπτική αξία.
· Σε 170 mL αποσταγμένου νερού περίπου στο σημείο βρασμού, προσθέτουμε 2,5 g άγαρ και το διαλύουμε σιγά-σιγά.

· Στη συνέχεια προσθέτουμε τον κύβο κρέατος, ανακατεύουμε μέχρι να διαλυθεί και αφήνουμε το υγρό να βράσει για λίγα λεπτά. 

· Τοποθετούμε το υγρό θρεπτικό υλικό σε τρυβλία και τα κρατάμε σκεπασμένα μέχρι να κρυώσει και να στερεοποιηθεί.

· Στη συνέχεια αριθμούμε τα τρυβλία και κρατώντας ένα κλειστό ως μάρτυρα, μπορούμε  να αφήσουμε ένα ανοιχτό για μερικά λεπτά, σε άλλο να ακουμπήσουμε τα δάκτυλα πλυμένα είτε άπλυτα, ή σε άλλο να προσθέσουμε εναιώρημα από χώμα.
Μακροσκοπική παρατήρηση αποικιών

Διατηρούμε τα τρυβλία σε θερμοκρασία δωματίου και σε 3-4 μέρες μπορούμε να παρατηρήσουμε ανάπτυξη αποικιών στην επιφάνεια του θρεπτικού μέσου, οι οποίες θα αυξάνονται για λίγο χρονικό διάστημα ακόμα ,σε μέγεθος και αριθμό. Επειδή οι καλλιέργειες αναπτύχθηκαν  σε μη χημικώς καθορισμένο θρεπτικό μέσον, εμφανίζονται αποικίες διαφορετικών ειδών βακτηρίων. Σε αυτή τη φάση, μπορούμε απλώς να παρατηρήσουμε τη μορφή ή το χρώμα των αποικιών που αναπτύσσονται(κυκλική, κυρτή, ακανόνιστου σχήματος, λοβοειδής κλπ) και να συμπεράνουμε ότι πρόκειται για διαφορετικά είδη βακτηρίων.
Στις καλλιέργειες που προέρχονται από την επαφή με άπλυτα χέρια, ο αριθμός των αποικιών είναι μεγαλύτερος από αυτόν που προκύπτει από την καλλιέργεια που ακουμπήσαμε πλυμένα δάκτυλα.
 Να επισημάνουμε ότι κατά τη διάρκεια της παρατήρησης αποφεύγουμε το άσκοπο άνοιγμα των τρυβλίων και την επαφή με την επιφάνεια της καλλιέργειας. Μέχρι αυτήν τη φάση της εργαστηριακής άσκησης η δραστηριότητα μπορεί να έχει τη μορφή πειράματος επίδειξης. 

Θεωρητικές επισημάνσεις για την  μικροσκοπική παρατήρηση  των βακτηρίων                

Προκειμένου να παρατηρήσουμε βακτήρια με τη βοήθεια μικροσκοπίου, μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε είτε τα μόνιμα παρασκευάσματα θετικών και αρνητικών κατά Gram βακτηρίων ,ή να προχωρήσουμε στη διαδικασία στερέωσης από τις καλλιέργειες που φτιάξαμε. Και στις δύο περιπτώσεις χρησιμοποιούνται τεχνικές χρώσης προκειμένου να αυξηθεί η οπτική αντίθεση και με αυτόν τον τρόπο να γίνει πιο εύκολη η παρατήρηση. Με τις τεχνικές αυτές επιτυγχάνεται διαφορική χρώση των κυττάρων ανάλογα με τον τύπο τους.

 Η  μέθοδος στηρίζεται στη χρήση μιας κατιονικής χρωστικής(θετικά φορτισμένης) του κρυσταλλικού ιώδους, ή κυανού του μεθυλενίου, που συνδέεται με αρνητικά φορτισμένα συστατικά του κυττάρου όπως νουκλεϊκά οξέα ή όξινους πολυσακχαρίτες.

Η τεχνική  χρώσης κατά Gram περιλαμβάνει τα παρακάτω στάδια:

-Διαβρέχεται το μονιμοποιημένο παρασκεύασμα με κρυσταλλικό ιώδες για 1 min.

-Όλα τα κύτταρα αποκτούν πορφυρό χρώμα.

-Προσθήκη διαλύματος ιωδίου για 3min.

-‘Όλα τα κύτταρα παραμένουν πορφυρά.

-Αποχρωματισμός με αλκοόλη για 20s
-Tα θετικά κατά Gram παραμένουν πορφυρά ενώ τα αρνητικά κατά Gram αποχρωματίζονται.

-Εφαρμογή της αντιχρωστικής σαφρανίνης για 2min.

-Τα θετικά κατά Gram είναι πορφυρά και τα αρνητικά κατά Gram είναι ρόδινα-ερυθρά.

Αυτή η διαφοροποίηση οφείλεται στη διαφορετική δομή του κυτταρικού τοιχώματος στους δύο τύπους βακτηρίων η οποία επιτρέπει στην αιθανόλη να αποχρωματίζει μόνο τα αρνητικά και όχι τα θετικά κατά Gram βακτήρια.

Στη χρώση κατά Gram σχηματίζεται μέσα στο κύτταρο ένα αδιάλυτο σύμπλοκο ιωδίου-κρυσταλλικού ιώδους, το οποίο στα κατά Gram αρνητικά απομακρύνεται με την έκπλυση αλκοόλης. Τα  θετικά κατά Gram βακτήρια που έχουν παχύτατα τοιχώματα από πολλές στιβάδες πεπτιδογλυκάνης, αφυδατώνονται με τη δράση της αλκοόλης ,κλείνουν οι πόροι των τοιχωμάτων και το σύμπλοκο εγκλωβίζεται στο εσωτερικό του κυττάρου.

Θετικά κατά Gram: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis
Αρνητικά κατά Gram: Escherichia coli
Στερέωση βακτηρίων για παρατήρηση με  μικροσκόπιο

· Με τη βοήθεια ανατομικής βελόνας (ερυθροπυρώνεται πριν και μετά από κάθε χρήση) απλώνουμε μικρή ποσότητα από μία αποικία σε λεπτή στρώση, σε μια αντικειμενοφόρο πλάκα.
· Προσθέτουμε μια σταγόνα νερό.
· Στερεώνουμε  την αντικειμενοφόρο πλάκα με ξύλινη λαβίδα και την περνάμε πάνω από τη φλόγα του λύχνου λίγες φορές με προσοχή, μέχρι να εξατμιστεί το νερό για μονιμοποίηση του παρασκευάσματος.
· Διαβρέχουμε το παρασκεύασμα με δυο σταγόνες του κυανού του μεθυλενίου, και μετά από 1-2 λεπτά ξεπλένουμε μέχρι να απομακρυνθεί τελείως η χρωστική.
· Στεγνώνουμε με προσοχή και παρατηρούμε στο μικροσκόπιο χωρίς καλυπτρίδα. Ετοιμάζουμε  έτοιμα παρασκευάσματα όσα και οι αντίστοιχες ομάδες μαθητών, ώστε η εργαστηριακή άσκηση να διεξαχθεί μετωπικά στη συνέχεια.
Παρατήρηση

Μπορούμε να παρατηρήσουμε τα βακτήρια αυξάνοντας τη μεγέθυνση σταδιακά έως τη μεγέθυνση 40Χ. Προαιρετικά, στη συνέχεια μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε τον ελαιοκαταδυτικό φακό προσθέτοντας μια σταγόνα ελαίου για μικροσκοπική παρατήρηση. Βυθίζουμε τον φακό στη σταγόνα με προσοχή, και παρατηρούμε τα  χρωματισμένα βακτήρια.  Η χρήση του ελαιοκαταδυτικού φακού απαιτεί προσεκτικούς χειρισμούς για να μην καταστραφεί ο φακός και για να μη σπάσει η αντικειμενοφόρος πλάκα. Μετά τη χρήση του ελαιοκαταδυτικού φακού, τον καθαρίζουμε αμέσως με αλκοόλη.
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