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Nhudm Gram la mét phwong phap thwe nghiém nham phan biét cac loai vi khuan
thanh 2 nhom Gram dwong (Gram positive) va Gram am (Gram negative) dwa trén cac
dac tinh hoa ly ctia thanh té bao. Phwong phap nay dwoc dat tén theo ngwdi phat minh
ra nd, nha khoa hoc ngwdi Pan Mach Hans Christian Gram (1853 -1938). Ong phat
trién ky thuat nay vao nam 1884, vé sau dwoc Hucker va nhiéu ngudi khac cai tién.

Trong bai viét nay chiing t6i mudn giéi thiéu vé cach nhuém Gram vi khuén trong day
thwc hanh sinh hoc & trwong THPT.

1. Chudn bi

a. Dung cu, thiét bi: Kinh hién vi, que ciy dau tron, dén con, diém, phién kinh (slide),
chau rira, binh xjt nwéc cat va cac dung cu can thiét.

b. Vat liéu, hoa chét:

(1) Céc loai vi khuan va dich huyén phi cac vi khuan nay. Vi khudn Gram am: E.coli,
Rhizobium leguminosarum; Gram dwong: Streptococcus lactis, Bacillus subtilis; dich co
thé hoac mau sinh thiét bi nghi ng®& nhiém khuan.

(2) Dung dich tim két tinh (crystal violet - C2sH30N3Cl . 9H20 = 570,11): 2g tim két
tinh hoa tan trong 20 ml ethanol 95%; 0,8 g ammon oxalat hoa tan trong 80 ml nwéc
cét. Tron hai dich ndi trén lai v&i nhau, gir 48 gid rdi loc. Bao quan trong lo ti, str dung
trong vai thang.

(3) Dung dich lod (lodine): Hoa tan 1g lod trong 3-5 ml nwéc céat, thém 2g Kl (Kali
iodide), khu4y cho tan hét, thém nwéc cat cho dd 300 ml. B&o quan trong lo toi.

(4) Dung dich tdy mau: Ethanol 95% hodc trén hén hop 70 ml ethanol 95% véi 30 ml
aceton.

(5) Dung dich nhuém béd sung: Chuan bj sn dung dich Safranin O (C20H19N4Cl =
350,80) 2,5%, trwée khi dung pha véi nwéce cét theo ty 1é 1:5 (volivol) dé c6 dung dich
0,5%. Ho&c chuén bj s&n dung dich Fuchsin ziehl: fuchsin kiém (C1oH18N3Cl = 323,82)
1g, phenol 5g, ethanol, 90% 10 ml, nwéc cit 200 ml (hda tan fuchsin véi ethanol; hoa
tan phenol v&i nwéc cit sau do tron lai).

3. Cac bwéc tién hanh

Buwéc mét, lam vét boi va cé dinh tiéu ban:

Dung que céy vé tring lay mét it vi khuan tir éng gidng thach nghiéng (hoéac dich co
thé hoac mau sinh thiét bi nghi ng& nhiém khuan) hoa vao 1 giot nwéc cat & gitra phién
kinh, 1am khd trong khéng khi, ho nhanh vét bdi trén ngon Itra dén cén 2-3 1an dé gan
chat vi khuan vao phién kinh.

C6 dinh vét bdi bing cach nho 1&n vét boi 1-2 giot cdn 95°. Dbt chay va dap tat ngay
khodng 10 giay. C6 dinh vét bdi nham 3 muc dich: giét chét vi khuan, gén chat vi khuan



vao phién kinh va lam vét boi bat mau tét hon vi cac té bao chét bat mau tét hon cac té
bao séng.

Buwoéc hai, nhuém mau:

-Ther nhéat, Nhudm bang dung dich tim két tinh trong 30 giay dén 1 phat, rira nuéc;

Thdr hai, nhuém thém dung dich lugol va gilr trong 1 phut, rira nwéc;

Ther ba, nhé dich tdy mau, gitr khodng 30 giay (cho dén khi vira thdy mat mau), rira
nuwoc;

Thdr twr, nhudm tiép bang dung dich safranin hoac fuchsin trong 1 phat, rira nwéc, dé
khé. LAn nhudém nay ca hai nhom vi khuan déu béat gitr thudc nhuém, nhwng vi khuan
Gram dwong khéng bi thay d&i mau nhiéu, trong khi vi khudn Gram am tré& nén dé vang
(nhudém safranin) hay doé tia (fuchsin).
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Hinh 1. Cac b wét nhu ém Gram va vi d u minh ho a két qu &
*Két qua: quan sat & vat kinh dau 100x. Néu nhudm ding vi khudn Gram dwong bat
mau xanh den hay tim, Gram am bat mau dé vang (nhudm safranin) hay db tia (fuchsin).
4. Giai thich tinh b at mau Gram ¢ Ga vi khu an
Nhiéu y kién cho rang sw bat mau Gram khac nhau & vi khudn Gram dwong va Gram
am la do tinh thdm thau khac nhau dbi véi ethanol ctia hai nhém vi khuan d6. Néu dung

lysozyme bién dbi vi khudn Gram dwong thanh protoplast khéng cé véach thi protoplast
lai bat mau Gram am.
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Hinh 2. So’dé minh h oa thanh t é bao vi khu 4n Gram d wong (tréi) va Gram am (ph &i)



Vi khuan Gram dwong c6 thanh t& bao day tir 15 dén 50 nm, dang lwéi, ciu tao bdi
peptidoglycan. Chat nay c6 kha néng gitr phirc hop tim két tinh - lugol. Trong khi do,
|&p thanh té bao peptidoglycan cltia cac vi khudn Gram am thi méng hon va thuwéong co
thém |&p mang lipopolysaccharde (LPS) bén ngoai.

Sau khi nhuém vé&i phirc hop tim két tinh - lugol, mau dwoc x Ii tiép véi hén hop
khtr mau, 1am méat nwéc cta cac lép peptidoglycan trong thanh t& bao Gram dwong, tir
dé 1am gidm khodng tréng gitra cac phan t&r va khién thanh té bao bat gitr phtrc hop tim
két tinh — lugol bén trong té bao.

Déi va&i vi khudn Gram am, hén hop khir mau déng vai tro 1a chat hoa tan lipit va lam
tan mang ngoai clia thanh té bao. Lép peptidoglycan méng (chi khoang 10 nm) khéng
thé git lai phirc hop tim két tinh — lugol va té bao Gram am bj kh&r mau va bat mau
thuéc nhudm bd sung.

*Cau hoi:

1) Sau khi nhuém, vi khuédn Gram dwrong c6 mau xanh den hay tim, Gram am c6 mau dé
vang hay do tia. Giai thich nguyén nhan.

2) Néu khong nhudm bé sung thudc nhuém safranin hodc fuchsin, vi khudn Gram am cé
mau gi? Tai sao?

5. Nhirng diém can chay

- Tudi cla giébng: can chuan bj 6ng gibng trwédc khi nhudm tlr 16 dén 24 gi& nudi &
nhiét d6 thich hop, vi té bao gia thwong thuwdng mét kha nang gitv mau thudc nhudm
tim két tinh khi tdy bang ethanol.

- V& nhay ctia mét sb vi khuan cé anh hudng dén két qua nhudém Gram. D& nhudm
Gram can nudi ching trong cac mdi trwéng chira it dwéng dé han ché viéc hinh thanh
vé nhay.

- Khir mau la bwéc quan trong va can ki ndng nhét dinh, vi kha nang bat mau Gram
dwong khéng phai 14 "tt cd hodc khéng".m
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