Zpusoby barveni bakterii, mikromycet a parazitu.

K zdkladnim metoddm mikrobiologie patfi pfiprava nativniho nebo fixovaného preparatu.
Nativni preparat

Neobarvené nativni preparaty se v bakteriologii pfilis nevyuzivaji. Nativni preparaty slouzi hlavé k diagnostice
parazitarnich a mykotickych infekci. V bakteriologii se nativni preparat vyuziva napriklad pro pozorovani pohybujici
se Treponema pallidum pomoci mikroskopie v zastinu.

Postup pripravy nativniho preparatu je jednoduchy. Na podlozni sklicko kdpneme kapku fyziologického roztoku, do
kterého klickou vneseme vzorek. Nésledné to celé priklopime krycim sklickem (bez bublinek) a pozorujeme
mikroskopem.

Fixovany preparat

K fixaci preparatu dochazi pred barvenim. Na skli¢cko kdpneme fyziologicky roztok a do této kapky pridame kli¢kou
vzorek. Celé to pak nechame zaschnout. Nakonec pfipraveny vzorek fixujeme pomoci plamene kahanu nebo
napfiklad metanolem. U&elem fixace je usmrceni bakterii a jejich pevné pfichyceni ke skli¢ku, aby se pfi ndsledném
barvené nesmyly.

Barveni preparatu

Barveni preparatld se provadi po fixaci vzorku. Barveni jednotlivych struktur mikroorganism ndm ulehcuje jejich
identifikaci.

Pro bakterie o velikosti nékolika um se pouzivad mikroskopie s imerznim objektivem s 1000x zvétSenim pozorovani.
Preparat na sklicku zakdpneme kapkou imerzniho oleje, kryci sklicko se nepouziva. Poté ponoifime objektiv do
imerzniho oleje. Na konci pozorovani je nutné ocistit objektiv (buni¢inou navlih¢enou benzinem).

Typy barveni:
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Barveni podle Grama rozdéluje bakterie na grampozitivni a Grampozitivni (tmavé modré) a gramnegativni
gramnegativni. Toto barveni je rychlé a jednoduché. (rzové) bakterie

Principem je absorpce komplexu krystalové violeti s Lugolovym

roztokem (roztok jodu v jodidu draselném) do bakteridlnich bunék. Rozdéleni bakterii do dvou skupin je zaloZzeno na
rozdilném vymyvani tohoto komplexu organickym rozpoustédlem (acetonem) z bakteridIni stény. Spravnéjsi ndzev
by tedy bylo Gramovo odbarvovani. K riznému odbarveni dochazi diky odliSné strukture bakteridini stény.
Bakteridlni sténa obsahuje peptidoglykan murein.

Sténa gramnegativnich bakterif je tenkd, obsahuje velké mnozstvi lipidd. Tenka sténa umoznuje lepsi pranik
organického rozpoustédla a snadné vymyti komplexu krystalové violeti z bakterii. Proto se musi sténa dobarvovat
karbolfuchsinem na rizovo.

Sténa grampozitivni bakterii je silnéjsi a vrstevnata. Silna sténa v sobé zadrzi krystalovou violet ve vazbé s jédem a
nedochazi k vymyvéani. Grampozitivni bakterie se diky krystalové violeti zbarvi tmavé modre az modrofialové.

Postup barveni dle Grama: E

1. Na pripraveny fixovany preparat kdpneme krystalovou violet a nechdme ji
plsobit.

2. Po 30 sekundéach opldchneme vodou.

3. Pak pfiddme Lugoltiv roztok, ktery obsahuje jod (jéd tvofi komplex s
krystalovou violetf).

4. Po 30 sekundéach oplachneme vodou.
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5. Poté aplikujeme rozpoustédlo (etanol nebo aceton). T e e oot
6. Po 30 sekundach oplachneme vodou - grampozitivni bakterie diky silné Barveni dle Grama

sténé zlstanou obarveny, gramnegativni bakterie se odbarvi.

7. Nakonec priddme karbolfuchsin nebo safranin pro kontrast a dobarveni.

8. Po 30 sekundach opladchneme vodou - grampozitivni bakterie poté zlstdvaji stejné barevné, gramnegativni
bakterie se barvi do rézova.
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Barveni na acidorezistenci podle Ziehl-Neelsena

Barveni na acidorezistenci je urCeno pro acidorezistentni bakterie rodu Mycobacterium a Nocardia. Tyto
mikroorganismy se nebarvi podle Grama kvUli bunéc¢né sténé, kterd obsahuje lipidy s mykolovymi kyselinami. Tyto
lipidy Spatné absorbuji barviva a museji se proto barvit za horka. Takto absorbovand barviva se poté nedaji vymyt
ani odbarvenim rozpoustédly s primési silnych kyselin (acidorezistence) nebo zésad.

Acidorezistentni bakterie jsou karbolfuchsinem obarveny razové az
Cervené. Kontrastni pozadi je zelené nebo modré.

Postup barveni dle Ziehl-Neelsena:

1. Na fixovany preparat se nanese karbolfuchsin a pfi tom se
zahrivd pomoci kahanu (barveni za horka).

2. Nésledné v sikmé poloze odbarvime preparadt pomoci kyselého
alkoholu.

3. Preparat oplachneme v tekouci vodé.

4., Poté dobarvujeme preparat pomoci malachitové zelené (nebo » . s
metylénové modfi) po dobu 30 sekund. Mycobacterium tuberculosis podle Ziehl-
5. Poté preparat opét oplachneme tekouci vodou. Neelsena.

6. Nechdme ususit.

Barveni podle Giemsy

Giemsovo barvivo je roztok metylénové modfi, azuru a eosinu v metanolu a P> W -
glycerolu. Barvenf je zaloZeno na absorpci tohoto roztoku organickymi strukturami. Owooouo C
Pouziva se nejcastéji k obarveni krevniho natéru nebo fixovaného vaginalniho stéru. 73 O mO

Zndazornuji se prvoci, chlamydie, bakterie, mykoplazmata, virové inkluze, organely a

bunécné struktury. Bakterie se barvi modre, pouzdra svétle modre, sliz rizové. L (™ . ) - f_}o [\ )
Giems(v roztok se pouziva bud koncentrovany, nebo redény destilovanou vodou. O L - e ) > ¢
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= Barveni dle Giemsy-Romanovského: znazornéni chromozomu, diagnostika podle Giemsy
malarie;

= May-Grinwald-Giemsa: barveni leukocytl — diferencialni rozpocet.
Barveni podle Alberta

Barveni podle Alberta se vyuziva pro znazornéni metachromatickych granul. Fixovany preparat se prevrstvi
Albertovym roztokem, pak se oplachne vodou a osusi. Ndsledné se preparat prelije Lugolovym roztokem a znovu se
oplachne a ususi. Bakterie jsou obarveny zelené&, metachromaticky granula jsou modra. Vyuziva se hlavné u
Corynebacterium spp.

Barveni podle Writz - Conklina

Barveni podle Writz - Conklina slouzi k znadzornéni bakteridlnich spor, napt. spory Clostridium tetanii. Fixovany
preparat se prevrstvi roztokem malachitové zelené a po oplachnuti se dobarvuje zfedénym karbolfuchsinem.
Bakterialni burika je rGiZzova, spory jsou zelené.

Barveni podle Burriho

Tato metoda umoznuje negativni znazornéni bakteridlnich pouzder.
Postup

1. Bakterie naneseme na podlozni skli¢cko do kapky tusi;

2. pomoci druhého sklicka kapku roztdhneme rovnomeérné po celé plose,
poc¢kdme az uschne;

3. pfebarvime krystalovou violeti.

Bakterie se zobrazi fialové, pozadi ¢erné a slizové pouzdro se nebarvi.

Cryptococcus neoformans

Barveni mikromycet

Candida albicans a rod Aspergillus se barvi se podle Grama. Gencidnova violet je specifické barvivo pro
Zygomycety. Cryptococcus je kvasinka s polysacharidovym pouzdrem, takze se barvi tusi podle Burriho.

Barveni v parazitologii

Vyuziva se barveni podle Giemsy-Romanowského a barveni Gomoriho trichromem. Na parazity o velikosti desitek
az stovek pum se pouziva suchy objektiv se 4x zvétSenim. Barveni dle Ziehl-Neelsena se vyuzivd na strevni kokcidie
(Toxoplasma gondii).
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Fluorescencni barveni

Nespecificka fluorescence se vyuzivd v mykologii, kdy fluorescenc¢ni barvivo barvi chitin v bunéc¢né sténé hub.
Fluorescencni barveni se také vyuziva v diagnostice tuberkulézy.

Odkazy
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Souvisejici ¢clanky

= barveni dle Grama
= bakteridlni sténa
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