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Techniki wykorzystywane do barwienia
komorek bakteryjnych

Barwniki wykorzystywane do barwienia drobnoustrojow sa zwiazkami chemicznymi,
zdolnymi do adsorbowania sie (lub rozpuszczania) w barwionych substancjach.
Konsekwencja jest tworzenie trwalych, barwnych polaczen [2].

Komérki bakteryjne najczesciej ogladane sg w preparatach barwionych odpowiednimi zwigzkami
chemicznymi. Dzieki barwieniu mozliwe jest zaobserwowanie cech morfologicznych komoérek, takich
jak: rozmiar, ksztalt, sposob uktadania sie komoérek oraz ich pewne struktury anatomiczne.
Barwienie pozwala ponadto na réznicowanie bakterii oraz odréznienie ich od sktadnikéw otoczenia,
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w ktorym sie znajduja [13].

W czasteczce barwnika wyrdznia sie:

- grupe barwna (tzw. chromoforowa): grupy -azo, -nitrozo, -azoksy, -tiokarbonylowa

- grupe auksochromowa (grupy -NH,, -OH), zdolna do tworzenia soli z barwionym substratem.
Pod wzgledem chemicznym barwniki dzielone sa na:

- barwniki kwasne to sole, w ktérych kationem jest metal, a anionem barwny jon. Do barwnikéw
kwasnych (najczesciej wykorzystywanych w technikach mikrobiologicznych) zalicza sie: eozyne,
fuksyne kwasna, nigrozyne, tusz chinski, zielen malachitowa.

- w barwnikach zasadowych jonem barwnym jest kation, a wsrdd najbardziej znanych barwnikow
wymienia sie: btekit metylenowy, fiolet krystaliczny, fiolet goryczkowy, fuksyne zasadows,
safranine [2], [13].

Mechanizm barwienia komorek

Mechanizm barwienia komérek utrwalonych w preparacie polega na adsorpcji barwnika na
powierzchni komorki, a nastepnie na jego taczeniu sie ze zwiazkami chemicznymi. Reakcja taczenia
zachodzi gtéwnie z biatkami, wchodzacymi w sktad komérki bakteryjnej. W odpowiednim pH
hodowli (obojetnym lub lekko zasadowym) biatka bakteryjne posiadaja tadunek ujemny. Kwasy
nukleinowe, z ktorymi rowniez lacza sie barwniki takze wykazuja ujemne naladowanie, co ttumaczy
fakt wykorzystywania do barwienia bakterii barwnikéw zasadowych [13].

Wynik barwienia oraz jego intensywnos¢ zalezne sa od liczby i pozycji obydwu grup barwnika
(chromoforowych i auksochromowych), ktére przytaczaja sie do wybarwionej struktury lub zwiazku
chemicznego [2].

Wplyw barwnikow na wzrost drobnoustrojow

Barwniki akrydynowe takie jak: akryflawina, aminakryna, proflawina dziataja na bakterie
Gram-dodatnie oraz Gram-ujemne przez hamowanie syntezy DNA. Barwniki te wbudowywane sa
miedzy sasiadujace zasady nici DNA, czego efektem jest rozsuniecie sie i zaburzenia replikacji DNA.
Ponadto zwiazki te wykorzystywane sa réwniez jako czynniki mutagenne [2].

Barwniki wykazujace dziatanie przeciwbakteryjne z grupy trifenylometanu (np. zielen brylantowa,
zielen malachitowa czy fiolet krystaliczny) dziataja jedynie na bakterie Gram-dodatnie poprzez
hamowanie ich wzrostu w rozcienczeniach od 1: 75 000 do 1: 100 000. Dziataniu barwnikow
towarzyszy powstawanie tzw. pseudozasady, charakteryzujacej sie duza lipofilnosciag, co z kolei
ulatwia penetracje barwnika przez btone komoérkowa, a dalej jej reakcje z kwasami nukleinowymi.
Fiolet krystaliczny znany jest jako inhibitor biosyntezy $ciany komorkowej [2].

Wsrod technik barwienia mikrobiologicznego znane jest barwienie pozytywne i negatywne oraz
barwienie proste i ztozone.

Barwienie pozytywne i negatywne drobnoustrojow

Barwienie pozytywne polega na zabarwieniu w preparacie komérek drobnoustrojow, zas barwienie
negatywne opiera sie na uwidocznieniu otoczenia, a nie komdrek. W barwieniu pozytywnym mozliwe



jest obserwowanie komorek bakterii, drozdzy czy grzybow strzepkowych na jasnym tle, z kolei
w barwieniu negatywnym wybarwiane jest tto. Komoérki drobnoustrojéw pozostaja jasne,
niewybarwione, a tto najczesciej barwi sie na kolor czarny. Metoda negatywna najczesciej
wykorzystywana jest do barwienia kretkow i otoczek bakterii [2].
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