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ВСТУП
Якісна підготовка зразків біологічних матеріалів для клініко-лабораторних досліджень є обов’язковою передумовою адекватного результату цих досліджень. Точність результату лабораторного дослідження визначається правильним отриманням зразка біологічного матеріалу та приготуванням препарату, а також якістю реагентів, застосовуваних для фіксації та фарбування мазка. Ретельне дослідження мазків крові є важливою складовою частиною оцінки захворювань. Методичні вказівки містять описи процедур приготування мазка, методів їх фіксації і забарвлення. Методичні вказівки призначені для студентів кафедри клінічної лабораторної діагностики.
1. Приготування, фіксація та фарбування мазків крові

Підготовка скла

Мазки крові роблять на предметних стеклах за допомогою більш вузького шліфованого предметного скла.


1. Скло кип'ятять без мила і соди протягом 15-20 хв., промивають чистою водою і занурюють на 1 год. в насичений розчин двохромовокислого калію в сірчаної кислоти. Оброблено таким чином скло промивають під струменем водопровідної води і насухо витирають чистим рушником.
2. За відсутності двохромовокислого калію та сірчаної кислоти скло кладуть у мильний розчин і витримують в ньому 8-10 год., а потім в тому ж розчині кип'ятять їх 5-10 хв.

Від більш тривалого кип'ятіння скла робляться каламутними.
Після кип'ятіння скла виймають і ретельно промивають під струменем водопровідної води, а потім насухо витирають.

3. Скло, що не використовувалося раніше, промивають в гарячій воді і насухо витирають. Зберігають у скляній банці з кришкою.
Приготування мазків
     Взявши предметне скло за довгі краї, торкаються його поверхнею (відступивши 0,5-1 см від вузького краю) до краплі крові (але не до шкіри). Предметне скло тримають на столі або в лівій руці за вузькі краю. Правою рукою приставляють шліфоване скло вузьким краєм до скла з кров'ю зліва від краплі під кутом 45 ° і просувають його вправо до зіткнення з кров'ю.

     Вичікують, поки кров розпливеться по всьому ребру шліфованого скла, і потім легким швидким рухом ведуть його справа наліво доти, поки не буде вичерпана вся крапля. Крапля крові повинна бути невеликого розміру, і її треба розмістити так, щоб весь мазок містився на склі, не доходячи 1-1,5 см до його краю. Не можна припиняти розмазування і віднімати скло раніше, ніж крапля буде вичерпана. Не можна також сильно натискати на скло, так як багато клітини можуть виявитися пошкодженими. Добре зроблений мазок тонкий, має жовтуватий колір.

     Густо-рожеві і червоні мазки непридатні для рахунку, тому що вони занадто товсті і клітинні елементи при цьому диференціювати неможливо.    Після приготування мазки швидко сушать на повітрі до зникнення вологого блиску. При повільному висиханні може змінюватися морфологія клітин.

     На висушеному мазку куточком предметного скла або олівцем (тільки не хімічним) пишуть прізвище, ініціали хворого, дату. При необхідності переслати мазок з консультаційною метою в інше місто мазок рекомендується робити на добре відмитої використаної рентгенівській плівці, нарізаною за розміром предметного скла.

Такі мазки можна пересилати в листах.
Малюнок 1.
Правильно і неправильно виготовлені мазки
[image: image1.jpg]



1.мазок на погано знежиреному склі
2.дуже короткий мазок

3.нерівномірний хвилястий мазок

4.занадто товстий і нерівномірний мазок

5.правильний мазок, тонкий, рівномірний і достатньо довгий
Фіксація мазків
Принцип

Для закріплення матеріалу на склі висушений мазок піддають фіксації, яка заснована на згортанні білкових речовин. Фіксація, викликаючи коагуляцію білка, прикріплює препарат до скла. Крім того, при фіксуванні мазок закріплюється на поверхні предметного скла, і тому при подальшій забарвленні препарату мікробні клітини не змиваються. Крім того, убиті мікробні клітини фарбуються краще, ніж живі. Мазки слід піддавати фіксації відразу після висушування.
Посуд та апаратура

1. Пінцет.

2. Спеціальний посуд для фіксації або склянки, обрізані до висоти 6-6,5 см.
3. Штатив для сушки мазків на повітрі.

4. Предметне скло.

     Розрізняють фізичний спосіб фіксації, в основу якого покладено вплив високої температури на мікробну клітину, і хімічні способи, що передбачають застосування хімічних засобів, що викликають коагуляцію білків цитоплазми.

Фізичний спосіб фіксації
1-й метод. Предметне скло з препаратом беруть пінцетом або I і II пальцями правої руки за ребра мазком догори і плавним рухом проводять 2-3 рази над верхньою частиною полум'я пальника. Весь процес фіксації повинен займати не більше 2с. Надійність фіксації перевіряють наступним прийомом: вільну від мазка поверхню предметного скла прикладають до тильної поверхні лівої кисті. При правильному фіксуванні мазка скло повинне бути гарячим, але не викликати відчуття опіку.

2-й метод.  Залишають мазки на електричному фіксаторі (65-75 ° С) не менше ніж на 2 години.
Хімічний спосіб фіксації

Для фіксації застосовують:
· метиловий спирт, 3-5 хвилин; 
· метиловий спирт і ацетон в рівних частинах, 3-5 хвилин; 
· суміш Никифорова (етиловий спирт ректифікат і ефір порівну), 20-30 хвилин; 
· 1% осмієва кислота;
· етиловий спирт, 30 хвилин;

· денатурований спирт, 30 хвилин;

· дуже добре фіксуються мазки крові наступним розчином: 5 г сірчанокислого цинку, 5 г хімічно чистого хлористого натрію всипати в мірний циліндр або в колбу на 100 мл і додати до мітки дистильованої води. У цьому розчині мазки фіксують 2-3 хвилини, після чого їх відразу фарбують;

· рідина Карнуа (спирту 96%  60 мл, хлороформу 30 мл, крижаної оцтової кислоти 10 мл);

· фіксатор Суза; 

· рідина Максимова; 

· рідина Буена (15 мл насиченого водного розчину пікринової кислоти: 5 частин формаліну: 1 частина крижаної оцтової кислоти. Цей фіксатор готують безпосередньо перед вживанням. Час фіксації від 1 до 24 годин (іноді кілька діб). Фіксований матеріал зберігають у 70% спирті), 

· формалін-крижана оцтова кислота; 
· осміевая кислота; 

· ацетон (для імуноцитохімії);
· фіксатори, що містять сулему (хлорид ртуті (II) - HgCl2). Сулема використовується у вигляді насиченого водного розчину в суміші з крижаною оцтовою кислотою (25: 1), формаліном (8,5: 1) і більш складних композицій (фіксатор «Суза», фіксатор Ценкера та ін.) Час фіксації від 1 до 24 годин. Потім сулему видаляють спиртовим розчином йоду (6 частин 70%- спирту: 1 частина йодної настоянки), а йод видаляють 70% спиртом. Фіксований матеріал зберігають у 70% спирті. Треба пам’ятати, що сулема отруйна!;
· Фіксатори, що містять осмій (чотириокис осмію, або осмієва кислота). Дають найкращі результати, використовуються при виготовленні препаратів як для світлової, так і електронної мікроскопії. Можна використовувати 1-2%-ний розчин осмієвою кислоти, але частіше застосовують композиції, наприклад, фіксатор Флеммінга - 15 частин 2%-ної осмієвою кислоти: 1 частина крижаної оцтової кислоти. Фіксація протікає повільно (від 24 годин до декількох діб). Треба пам’ятати, що осмієва кислота і її пари отруйні!
     Щадна хімічна фіксація - ацетон, суміш Нікіфорова, рідина Карнуа.
     Кращим фіксатором вважається метиловий спирт. Треба пам’ятати, що метиловий спирт отруйний!

     Про властивості метилового спирту як фіксатору треба додати особисту думку лікаря – лаборанта вищої категорії: «Метиловий спирт перешкоджає вивченню мікробів у цитологічних препаратах, є недоліки у виявленні хромосом в мітозі, викликає неспецифічні опади азурового барвників на склі та ін. Метиловий спирт викликає сильне знежирення клітин (він екстрагує ліпіди з клітин)». Але для фіксації мазків крові метиловий спирт залишається найкращим фіксатором.
Методика
     Висохлі на повітрі мазки крові, складені попарно (мазками назовні), опускають пінцетом в спеціальний посуд для фіксації або у звичайні скляні стакани, обрізані до 6-6,5 см і наповнені до певної висоти фіксуючою рідиною. В останньому випадку для забезпечення вільного дотику намазали сторін препаратів з фіксатором зверху, між попарно складеними мазками, прокладають предметні скла, що спираються своїми ребрами на верхню частину склянки. 
     По закінченні терміну фіксації препарати виймають пінцетом, сушать на повітрі на штативі, або фільтрувальному папері, або обполіскують в банці з нейтралізованої дистильованою водою і укладають мазками догори на скляний місток для фарбування.

Фіксація мазків по Яхонтовій
Принцип
Підвищення якості фіксації етиловим спиртом за рахунок попередньої обробки його цитратом і оксалатом натрію.
Посуд та апаратура.

1. Циліндри ємністю 100 мл.
2. Піпетки, скляні палички для розмішування.

3. Водяна баня.

4. Пінцет.

5. Спеціальний посуд для фіксації або склянки, обрізані до висоти 6-6,5 див.
6. Штатив для висушування мазків на повітрі.

Реактиви
Готують 2 реактиви.

1. У циліндр ємністю 100 мл вносять 1,5 г цитрату натрію, доливають               1,5 мл дистильованої води, розмішують скляною паличкою і для прискорення розчинення поміщають циліндр в гарячу водяну баню. В отриманий злегка мутнуватий розчин доливають етиловий спирт до обсягу 100 мл і ретельно, протягом 5-8 хв., розмішують. При розмішуванні на дні циліндра утворюється клейка біла речовина, яке тягнеться за паличкою.

Розчин залишають у спокої на добу для відстоювання.

2. Реактив готують так само, як і попередній, але замість цитрату натрію беруть оксалат натрію.
(Цитрат і оксалат натрію – це антикоагулянти, солі лимонної і щавлевої кислот). 

Методика
     Прозорі реактиви 1 і 2 через добу після їх приготування зливають в рівних кількостях і в цій суміші фіксують сухі мазки крові протягом 20-30 с, після чого їх підсушують на повітрі (можна і не сушити!) і фарбують.

     Якщо при фарбуванні еритроцити виходять не блідо-рожеві, а сірувато-рожеві, то додають розчин цитрату натрію в більшій кількості. Якість фарбування при такій фіксації добра, тому за відсутності метилового спирту може бути застосований описаний вище фіксатор.
Фіксація мазків парами фенолу (по Сюткіну)
Принцип
Отримання хорошої якості фіксації мазків за відсутності спирту.

Посуд та апаратура.

1. Ексикатор.

2. Скляний місток для мізків.

3. Термометр.

Реактиви
1. Кристалічний фенол.

2. Дистильована вода.

Методика
     У ексикаторі (ексикатор - посуд, в якому підтримується певна вологість повітря (зазвичай близька до нуля), виготовлений з товстого скла або пластику) замінюють порцелянову підставку на скляний місток для мазків. Притираючи поверхні ексикатора і його кришки змазують вазеліном. На дно ексикатора наливають рідкий фенол (90 вагових частин кристалічного фенолу і 10 вагових частин дистильованої води) з розрахунку 100 мл на 1,4 л об'єму ексикатора. Поблизу ексикатора на стіні вішають термометр. Приготовлені звичайним способом сухі мазки крові поміщають в ексикатор на містку в один ряд намазала поверхнею вниз. Для збереження форми еритроцитів, лейкоцитів і диференційованого фарбування зернистості лейкоцитів вплив на мазки крові парів фенолу має тривати залежно від кімнатної температури строго певний час: при температурі 16-18 ° - 20 хв., при 19-21 ° -10 хв., при 22 - 24 ° - 5 хв., при 25-27 ° - 3 хв. Після закінчення цього часу мазки виймають, розкладають на столі намазала поверхнею догори. Час вивітрювання мазків повинно бути не менше часу фіксації. Час фіксації мазків крові парами фенолу може бути скорочено до 1ч-1ч30 хв. в умовах термостата при 28-30 °. Час звільнення від парів фенолу при впливі його протягом 10 - 20 хв. може бути в термінових випадках скорочено до 5 хв. шляхом підігрівання при 37 ° у термостаті, сушильній шафі, на батареях водяного опалення або вивітрюванням настільним електровентилятором. 
     Якщо застосовують рідкий фенол, якість якого буває різною, то час фіксації може не співпадати з зазначеним вище. У цьому випадку, щоб уникнути помилок виробляють пробну фіксацію кількох мазків протягом 3; 5; 10; 15; 20; 25 хв. Після фарбування мазків відбирають ті з них, в яких добре виражена нейтрофільна зернистість і відсутній гемоліз еритроцитів. Те ж проробляють при можливих коливаннях кімнатної температури. За відібраними мазкам складають таблицю часу фіксації парами фенолу в залежності від температури в кімнаті. Недостатня фіксація мазків дає слабке забарвлення нейтрофільной зернистості, а недостатнє звільнення мазків від парів фенолу веде до гемолізу еритроцитів при забарвленні чи фарбуванню мазка в червоний колір. 
2. ЗАБАРВЛЕННЯ МАЗКІВ КРОВІ
     Барвники, що використовуються в медицині, можна класифікувати за наступними критеріям:
1. За джерелами отримання.

2. За хімічним складом.

3. Щодо використання або здатності забарвлювати певні структури.
     Класифікація за джерелами отримання дуже проста, але практичного
значення не має. Наприклад, такі барвники, як індиго або осеїн, в наш
час можуть бути отримані як з природних джерел, так і синтетично.

     Розрізняють 3 джерела отримання барвників: хімічний синтез,
витяжки з рослин і екстракти тваринного походження.
      Існує чимало робочих класифікацій барвників, що використовуються
в біології. При викладі матеріалу автори рідко дотримуються чіткого
поділу. Зазвичай розрізняють чотири великі групи барвників:
А. Основні (або ядерні) барвники. Вони вибірково забарвлюють
ядра клітин і базофільні структури. До речі, сам термін «базофільний» з'явився за назвою цієї групи барвників (в перекладі
з латинської basis – основний).
Б. Кислі (або цитоплазматичні) барвники. Забарвлюють цитоплазму, рідше клітинні стінки.
В. Нейтральні барвники. До цієї групи можуть бути віднесені й такі барвники, які вибірково забарвлюють компоненти цитоплазми, наприклад, судан III або нільський синій, що забарвлює крапельки жиру.
Г. Флюорохроми. Група барвників, здатних флюоресцирувати при
тієй чи іншій довжині хвилі збуджуючого світла. Незважаючи на те, що 
ці барвники виділяють у самостійну групу, більшість з них
слід було б віднести до цитоплазматичних або до ядерних барвників.
     Всі запропоновані методи фарбування мазків ґрунтуються головним чином на хімічну спорідненість основних частин клітин до певних анілінових фарб і меншою мірою на їх фізичні властивості. Цитоплазма одних клітин, будучи лужної, має спорідненість до кислих фарб, виявляючи оксифільні елементи крові. Цитоплазма інших клітин, що містять базофільні і нейтрофільні субстанції, поглинає і кислі, і основні фарби. Ядра, що містять в значній кількості нуклеїнову кислоту, зв'язують головним чином основні фарби. 

Барвники

     Для забарвлення препаратів використовують оснóвні (лужні), кислі та нейтральні барвники.  

     До оснóвних (лужних)  гематологічним фарб відносяться метиленовий синій і його похідні - азур I (метиленазур) і азур II (суміш рівних частин  азура I і метиленового синього) та інш.

     До кислих - водорозчинний жовтий еозин, кислий фуксин, конго червоний та інш.

     Азур-еозінові суміші фарб мають високу чутливість до реакції води і тому вживана для приготування барвників і для змивання їх дистильована вода повинна мати нейтральну реакцію, тобто рН 7,0. При кислій реакції води клітини довго не зафарбовуються і мають червоний відтінок. При лужної реакції еритроцити фарбуються в сірувато-синій колір, а ядра і цитоплазма клітин - в дуже темні кольори.
     Найменш токсичні барвники використовуються для прижиттєвої забарвлення клітин. Ці барвники зазвичай застосовують у вигляді водних розчинів, наприклад:  метиленовий синій (концентрація від 1: 1000 до 1: 10000), трипановий синій (0,5% розчин), нейтральний червоний (від 1: 50 000 до 1: 200 000).
     Барвники для фіксованих клітин можуть використовуватися в чистому вигляді (водні або спиртові розчини, концентрація від 0,1% до 1%), наприклад: еозин, фуксин. 
     Часто використовують суміші барвників, наприклад, суміш Романовського-Гімза (містить метилен-азур, метиленовий фіолетовий, метиленовий синій і еозин), забарвлення по Маллорі (послідовне використання кислотного фуксину, а потім суміші анілінового синього та помаранчевого золотого), азур-еозин , метилблау-еозин.

     Назви барвників можуть відповідати одержуваному забарвленню (рубін, кармін, метиловий синій, метиленовий синій, генціановий фіолетовий, метиловий зелений, помаранчевий золотий).  

     Іноді назви кольорів замінюють на німецькі, наприклад: метилблау, генціанвіолет. 
     В інших випадках назви носять абстрактний, історично сформований характер, наприклад: піронін, фуксин, сафранін, флороглюцин, судан III. Барвник везувін (друга назва цього барвника - Бісмарков) має назву на честь канцлера Германії Бісмарка.  Іноді назва барвника не відповідає отриманому забарвленню, наприклад, синій тіонін дає фіолетово-червоне забарвлення. 

    Досить рідко застосовуються хімічні номенклатурні назви барвників, наприклад: диметиламінобензальдегідом, 8-аміно-1-нафтол-5-сульфокислота.
Визначення рН води

     Фарбу слід готувати на воді нейтральної реакції. Концентрацію водневих іонів (рН) води визначають за допомогою  рН-метру або індикаторних папірців.

Нейтралізація дистильованої води

     В кислу воду додають по краплях 1% розчин карбонату натрію,

в лужну - 1% розчин оцтової кислоти доти, поки вона не буде мати рН 7,0.

     Більш зручний спосіб нейтралізації буферними сумішами.

Для цього готують 1/15 н. розчини:

1) динатрійфосфат (Na2HPO4 * 2Н20), висушеного в теплому місці протягом 5 діб, розчиненням 11,876 г його в 1 л дистильованої води

2) монофосфату калію (КН2РО4) розчиненням 9,078 г його в 1 л дистильованої води. Ці розчини зберігають у темному місці з додатком кришталика тимолу для запобігання утворення цвілі.

Користуватися ними можна до утворення в них пластівців.

Робочу суміш готують змішуванням 7 частин першого розчину з 3 частинами другого.
Приклад
     Визначають рН дистильованої води, що підлягає нейтралізації. Припустимо, що рН води 5,2, тоді до 100 мл дистильованої води додають 4,5-5 мл зазначеної вище буферної суміші, перемішують і знову визначають рН. Якщо рН буде 6,8-7,0, тобто необхідна, то, виходячи з цього, вираховують по простому потрійного правилом кількість буферного розчину, яку необхідно додати до всієї кількості дистильованої води, що підлягає нейтралізації.

Забарвлення крові за Романовським
Принцип
Фарбування різних елементів клітин в різні кольори і відтінки сумішшю основних (азур II) і кислих (водорозчинний жовтий еозин) фарб.

Посуд та апаратура.

1. Колба або бутель ємністю 1 л.

2. Вимірювальні циліндри ємністю 250 мл.

3. Циліндри для розведення фарб ємністю 100 мл.

4. Градуйована піпетка.

5. Штатив для мазків.

6. Кювета зі скляним містком для фарбування

Реактиви
     У продажу є готовий розчин фарби Романовського, а також суха фарба Романовського (Гімзи), з якої готують розчин таким чином: 3,8 г сухої фарби Романовського розчиняють в 250 мл чистого метилового або етилового спирту (останній гірше). Розчин залишають на 3-5 діб, часто збовтуючи для кращого розчинення фарби. Потім додають 250 мл чистого гліцерину і знову залишають на 3-5 діб, періодично збовтуючи. Приготована таким чином фарба добре зберігається тривалий час в темних бутлях в шафі, де немає ні кислот, ні лугів. Знову отриманий або приготовлений розчин барвника Романовського перед вживанням відтитровують, тобто фарбують кілька фіксованих мазків крові протягом 25-40 хв. різному розведеною фарбою             (1-2 краплі фарби на 1 мл дистильованої води). По добре пофарбованому препарату встановлюють потрібну кількість крапель фарби на 1 мл води і час фарбування.
Методика
Фіксовані мазки укладають на місток, що складається з двох скляних паличок, покладених на два протилежних краю кювети. Потім мазки заливають розведеною фарбою, яку наливають на мазок можливо більш високим шаром. Фарбування триває залежно від температури повітря в приміщенні від 25 до 45 хв. Якщо температура в приміщенні низька або потрібно швидше забарвити мазки, то розведену фарбу можна підігріти до 60-70 ° (до кипіння доводити не можна). Після закінчення забарвлення фарбу змивають (але не зливають) сильним струменем води і ставлять мазки вертикально в дерев'яний штатів для просушування.
Розведеною фарбою можна користуватися тільки протягом одного дня.
Забарвлення за Романовським в модифікації Філіпсона
Принцип
Застосування барвників-фіксаторів, якими мазки крові в перший період одночасно фіксуються і частково забарвлюються, а в другий період, після розбавлення барвників-фіксаторів дистильованою водою, дофарбовував остаточно.

Посуд та апаратура - див. «Забарвлення за Романовським».

Реактиви

1.Одним частина готової фарби Романовського та 3 частини етилового спирту (ректифікату) ретельно змішують. Фарба відразу ж придатна до вживання, але можна готувати її і заздалегідь.

2. Дистильована вода нейтральної реакції.

Методика
Приготований барвник наливають на нефіксований мазок, покриваючи його повністю і через 1 хвилину, не зливаючи барвника, додають до нього але краплях приблизно стільки ж дистильованої води, стежачи за тим, щоб вода при з'єднанні з барвником не зливати з мазка. Через 20-30 хв. барвник змивають водою і мазок висушують. Цим способом клітини фарбуються добре, але іноді, мабуть, від недоброякісності спирту в еритроцитах виявляються дрібні бульбашки, які заважають визначенню ступеня насичення їх гемоглобіном.

Забарвлення за Лейшманом

     Спосіб Лейшмана відрізняється від попереднього лише застосовуваним барвником і тривалістю періодів фіксації та забарвлення. При цьому способі застосовують барвник, одержуваний розчиненням суміші азура I, метиленового синього і жовтого водорозчинного еозину в кількості 0,2 г на 10 мл абсолютного метилового спирту. Тривалість фіксації нерозбавленим барвником 3-4 хв., а забарвлення з рівною кількістю води 5-10 хв.
Способи швидкого забарвлення мазків фарбою 
Романовського по Алексєєву

Принцип
Одночасна фіксація та фарбування мазків із застосуванням для прискорення фарбування за першим способом підігріву дистильованої води і за другим способом - підігріву розведеною фарби Романовського.

Посуд та апаратура.
1. Очні піпетки.

2. Водяна баня.

3. Темна бутель з притертою пробкою ємністю 1 л. Решта - див. «Забарвлення за Романовським».

Реактиви
1. Розведена фарба Романовського (1,5 краплі фарби на 1 мл дистильованої води).
2. Барвник Лейшмана для другого методу (розчиняють 4 г сухої фарби в 1 л метилового спирту і зберігають у темному посуді).

3. Чистий метиловий спирт.

4. Нейтральна дистильована вода.

5. Фільтрувальний папір.

Методика
     1. На сухій нефіксованої мазок наносять очною піпеткою 6-10 крапель фарби Романовського, розподіляючи її тією ж піпеткою рівномірним шаром. Через 30 з іншого піпеткою додають до фарби по краплях подвоєну кількість підігрітої до 50-60 ° дистильованої води. Погойдуванням препарату перемішують фарбу з водою і залишають на 3 хв в спокої, потім змивають її дистильованою водою і висушують мазок фільтрувальної папером. При цьому методі забарвлення частково гемолізуються еритроцити, проте клітини білої крові не змінюються.

При другому способі, що наводиться нижче, результати виходять краще, забарвлення препаратів мало відрізняється від звичайного забарвлення за Романовським.
2. На сухий нефіксований мазок наливають рівномірним шаром 10-12 крапель фарби Лейшмана. Через 20-30 с, не зливаючи фарбу, додають до неї нагріте до 50-60° розчин фарби Романовського в кількості, здатній утриматися на препараті. Через 3 хв, не зливаючи фарбу, змивають її сильним струменем дистильованої води і висушують препарат фільтрувальної папером.

Забарвлення за Нохтом
Принцип
Вплив на фіксований мазок водного розчину суміші основний (азур II) і кислої фарби (еозин).

Посуд та апаратура – див. «Забарвлення за Романовським».

Реактиви
1. Розчин 1 г азура II в 1 л дистильованої води.

2. Розчин 1 г жовтого еозину в 1 л дистильованої води. Кожен з цих розчинів добре перемішують і залишають дозрівати при щоденному струшуванні на 10-14 днів. Перед фарбуванням розчин барвника готують змішуванням 25 мл розчину 1, 20 мл розчину 2 з 55 мл нейтральної дистильованої води (пропорції знову приготовлених розчинів іноді доводиться підбирати емпірично). 

Методика
Барвник наливають на фіксований мазок, і фарбування триває залежно від температури повітря 25-45 хв. Потім барвник змивають і мазки висушують на повітрі.

Забарвлення за Паппенгеймом – Крюковим
Принцип
Комбіноване забарвлення фіксатором-барвником Мая-Грюнвальда і фарбою Романовського, що дає можливість дуже добре диференціювати складові частини клітин.

Посуд та апаратура - див. «Забарвлення за Романовським».

Реактиви
1. Готовий барвник-фіксатор Мая-Грюнвальда, що складається з еозин -метиленового синього в метиловиому спирті.

2. Свіжий розчин фарби Романовського

(1-2 краплі фарби на 1 мл дистильованої води).

3. Нейтральна дистильована вода.

За відсутності готового барвника-фіксатора Мая-Грюнвальда його можна приготувати розчиненням 0,3-0,5 г сухої фарби Мая-Грюнвальда в 100 мл чистого метилового спирту з додаванням (або без нього) 50 мл чистого гліцерину.

Барвник в обох випадках дозріває 4 дні при кімнатній температурі.

Методика
На нефіксованої мазок наливають піпеткою 10-15 крапель готового барвника-фіксатора Мая-Грюнвальда, через 3 хв. додають по краплях стільки ж води і продовжують фарбування ще 1 хв, після чого барвник змивають водою і мазок висушують на повітрі. Потім на висушений мазок наливають свіжо приготований водний розчин барвника Романовського на 8-15 хв. залежно від температури в приміщенні, змивають фарбу водою і мазок висушують на повітрі. Цей спосіб забарвлення вважається найкращим.

Забарвлення за Райтом
Принцип
Застосування спеціально приготованого барвника-фіксатора, що дає найбільш чітку забарвлення зернистості гранулоцитів особливо базофілів.
Посуд та апаратура

1. Скляні колби ємністю 250 і 1000 мл.

2. Апарат Коха.

3. Воронки.

4. Вимірювальний циліндр ємністю 500 мл.

5. Штатив для мазків.

6. Місток для забарвлення з кюветою.

Реактиви
Барвник-фіксатор: 1% розчин медичного метиленового синього на 0,5% водному розчині двовуглекислого натрію наливають в посудину так, щоб висота шару не перевищувала 6 см, і нагрівають в апараті Коха при 100 ° протягом години з моменту утворення пари. Потім рідину охолоджують і фільтрують. Фільтрат при штучному освітленні в тонкому шарі повинен мати пурпурно-червоний відтінок.

До 100 мл фільтрату додають 500 мл 0,1% водного розчину еозину (жовтого, водорозчинного). При змішуванні обох рідин негайно ж утворюється рясний осад, який фільтрують і висушують. Отриманий барвник розчиняють у чистому метиловий спирт у співвідношенні 0,1: 60.

Методика
     На сухій нефіксованої мазок наливають кілька крапель фарби, через 1 хв. додають стільки ж крапель дистильованої води. Через 2-3 хв. препарат промивають у воді (близько півхвилини), поки він в тонкому шарі не набуває рожевого відтінку.

Приготування та фарбування товстої краплі

Принцип
Використання більшого обсягу крові з метою поліпшення умов виявлення в крові малярійних плазмодій, спірохет поворотного тифу, еозинофілів.
Посуд та апаратура
1. Предметне скло.

2. Місток для забарвлення з кюветою.

3. Штатив для сушки мазків.

Реактиви
1. Фарба Романовського.

2. Дистильована вода.

Методика
     Готують звичайний мазок крові і на товсті місця його наносять окремо дві великі краплі крові. Кожну краплю кінцем голки або кутом іншого скла розмазують до величини двох копійок  і сушать на повітрі.

     Мазок до нанесення товстих крапель і після не фіксують, а наливають на нього на кілька хвилин дистильовану воду для вилучення гемоглобіну. Забарвлену гемоглобіном воду потім обережно зливають і на препарат наливають розведену, як звичайно, фарбу Романовського на 20-30 хв. Після забарвлення препарат обережно промивають водою, щоб не змити краплю, і висушують на повітрі. Більший обсяг крові, ніж в мазках, і гемоліз еритроцитів дозволяють легше виявити в крові малярійні плазмодії, спірохети поворотного тифу, а також еозинофіли.

     При гарній фіксації і забарвленні будь-яким із наведених вище способів ядра лейкоцитів фарбуються в вишнево-червоний колір з добре видимою структурою хроматину,

ядерця - в синювато-блакитний або в світло-фіолетовий,

цитоплазма нейтрофілів - у світло-рожевий,

лімфоцитів - в чистий синьо-блакитний

моноцитів - в сіро-блакитний або димчастий,

зернистість нейтрофільна - в червонувато-фіолетовий,

еозинофільна - в оранжево-червоний,

базофильная - в темно-фіолетовий або темно-сірий,

азурофільной - в вишнево-червоний,

еритроцити - в блідо-рожевий колір.

Клінічне значення

Наведені методи забарвлення дають можливість диференціювати вид клітин, особливості структури їх ядер і цитоплазми і патологічні зміни в них. Крім того, забарвлення методом товстої краплі використовується для виявлення найпростіших (наприклад, малярійного плазмодія).
Забарвлення патологічної (токсигенной) зернистості нейтрофілів 
за Шмельовим
Принцип
Фарбування патологічної зернистості нейтрофілів в кислих розчинах азура II і еозину

(Починаючи з рН 5,4). При цьому в нормі зернистість не виявляється і цитоплазма нейтрофілів забарвлюється в гомогенно-рожевий колір.
Посуд та апаратура
1. Спеціальний посуд для фіксації або склянки, обрізані до висоти 6-6,5 див.

2. Пінцет.

3. Решта див «Забарвлення за Романовським».

Реактиви
1. Дифосфат натрію.

2. Монофосфат калію.

3. Фарба азур II.

4. Водорозчинний жовтий еозин.

5. Дистильована вода.

6. Фільтрувальний папір.

Приготування буферного розчину
     11,876 г висушеного в теплому місці протягом 5 діб дифосфату натрію (Na2HP04 * 2H20) розчиняють в 1 л дистильованої води;

9,078 г монофосфату калію (КН2Р04) також розчиняють в 1 л дистильованої води.

     Для отримання буферної суміші рН 5,4 мл отриманого розчину дифосфату натрію змішують з 9,6 мл розчину монофосфату калію.

Барвник готують з 0,1% водного розчину азура II і 0,1% водного розчину водорозчинного жовтого еозину. Змішують 10 мл фосфатної буферної суміші з 2,5 мл 0,1% водного розчину азура II і 1,5 мл 0,1% водного розчину еозину.

Методика

     Мазок фіксують протягом 4 хв. в метиловому спирті, потім фарбують протягом години азуром II - еозином в фосфатній буферної суміші. Після цього фарбу змивають дистильованою водою і мазок просушують фільтрувальним папером. 
     При правильному фарбуванні поряд з нейтрофілами, цитоплазма яких містить фіолетові зерна (патологічна зернистість), зустрічаються клітини з абсолютно гомогенної рожевою цитоплазмою. При занадто кислої суміші лейкоцити майже не фарбуються.

     При лужному середовищі зернистість виявляється у всіх нейтрофілах. У цих випадках потрібно трохи збільшити кількість або дифосфата натрію, або монофосфату калію. Індикатором точності реакції буферної суміші є мазки крові.

Забарвлення патологічної (токсигеної) зернистості по Фрейфельд

Принцип
Застосування основної фарби - карбол-фуксин-метиленового синього.
Посуд та апаратура див. «Забарвлення за Романовським» і водяна баня.
Реактиви
1. 1 г основного фуксину розчиняють при слабкому нагріванні в 15 г 96 ° етилового спирту, охолоджують і до спиртового розчину додають 100 мл 5% розчину карболової кислоти.

2. 1% водний розчин метиленового синього.

Обидва барвника можна зберігати окремо практично необмежений час.
Робочу суміш готують безпосередньо перед фарбуванням, так як вона непридатна для зберігання. До 20 мл водопровідної води доливають 7 крапель перший фарби, змішують, додають 5 крапель другий фарби і знову змішують.
Методика
Мазки крові, фіксовані 3 хв. в метиловий спирт, фарбують 1:00 робочою сумішшю барвника, а потім барвник змивають водою і мазки висушують.
Препарат, вже пофарбований за Романовським, може бути пофарбований цим способом без попереднього знебарвлення. У цитоплазмі лейкоцитів виявляється синювата сіточка з усіма переходами до утворення великих грудочок. Кількість клітин з патологічною зернистістю в цитоплазмі виражають у відсотковому відношенні; наприклад, кількість всіх нейтрофілів 75%, з них з патологічною зернистістю 48%.
Клінічне значення

Наявність в цитоплазмі патологічної зернистості нейтрофілів має велике значення для оцінки стану хворого при інфекційних процесах, при сепсисі, новоутвореннях, інтоксикаціях і інших захворюваннях.

Збільшення кількості нейтрофілів з патологічною зернистістю вказує на тяжкість процесу, зменшення їх при повторних дослідженнях крові - на сприятливий перебіг хвороби. При гострих інфекціях патологічна зернистість з'являється не раніше 4-5-го дня від початку захворювання і часто не йде паралельно з ядерним зсувом, який зазвичай з'являється на початку хвороби.
Забарвлення для виявлення базофильної пунктації еритроцитів по Фрейфельд
Принцип

Базофільна зернистість еритроцитів добре сприймає лужний розчин метиленового синього.

Посуд та апаратура див. «Забарвлення за Романовським».

Реактиви
1. 1% водний розчин метиленового синього.

2. Метиловий спирт.
Методика
Мазок фіксують протягом 3 хв. в метиловий спирт, а потім фарбують протягом години розчином метиленового синього (5 крапель 1% розчину на 20 мл водопровідної води). Фарбу змивають водою і мазок висушують.

Базофильну пунктацію можна виявити і в мазках крові, пофарбованих звичайними способами за Романовським, Паппенгеймом-Крюковим та інш.
У цьому випадку вона набуває фіолетово-синій колір.

У здорових людей кількість еритроцитів з базофільною пунктаціей коливається від 0 до 3-4 на 10 000 еритроцитів.

Клінічне значення

     Базофільна зернистість (пунктація) еритроцитів - гранули синьо-фіолетового або синього кольору, різного розміру, розташовуються частіше по периферії еритроцита, являє собою залишки рибосом. 

     Число еритроцитів з базофільною пунктаціей збільшується в крові плоду, при деяких анеміях, отруєнні важкими металами (свинець, вісмут, цинк, ртуть). Однак цей симптом не є специфічним для якого-небудь захворювання.
     Збільшення кількості еритроцитів з базофільною пунктаціей не завжди спостерігається навіть при свинцевому отруєнні.
Метод прижиттєвого забарвлення ретикулоцитів 

діамантовим крезіловим синім 
     Діамантовий крезіловий синій (блискучий крезіловий синій, діаманткрезілблау) – лужний (oснóвний) аніліновий барвник для прижиттєвого забарвлення.
     Краплю насиченого розчину  крезілового синього в абсолютному спирті наносять на вимите, знежирене і підігріте скло і роблять тонкий мазок. На приготоване таким чином скло наносять краплю крові, роблять мазок і негайно поміщають скло у вологу камеру (чашку Петрі, на краю якої викладають змочені валики марлі), витримують у ній протягом 3-5 хвилин, висушують на повітрі, після чого мікроскопіруют. Зернисто - нитчаста субстанція всередині ретикулоцитів забарвлюється у фіолетово-синій колір
на зеленувато-блакитному тлі еритроцитів. 

Забарвлення ретикулоцитів способом Гель-Мейера
  Краще забарвлення ретикулоцитів досягається способом Гель-Мейера. В пробірці Відаля змішують кілька крапель крові з рівним об'ємом 1% розчину брильянтового крезілового синього у фізіологічному розчині хлориду натрію, закривають пробкою і залишають у пробірці на 1 годину, потім з суміші роблять мазок на предметному склі.

ІІ. СПОСОБИ ФАРБУВАННЯ МАЗКІВ НА ВИЯВЛЕННЯ БАКТЕРІЙ ТА ГІСТОЛОГІЧНИХ ЗРІЗІВ

Найчастіше використовують наступні барвники: 
· Метиленовий синій - темно блакитний лужний (oснóвний) і нефлюоресцірующій барвник з групи фенотіазину (тригідрат хлориду тетраметилентіоніна);

· толуїдиновий синій  (toluidine blue), лужний (oснóвний) цитохімічний барвник; 
· конго червоний (congo red  - конгорот) - темно-червоний барвник, який набуває синього кольору в кислому середовищі. Широко застосовуваний в гістологічної техніці, напр. для прижиттєвого виявлення амілоїду, фарбування еластичних волокон, кератину. Якщо більше 60% барвника зникає з крові протягом години після його введення, це свідчить про наявність у людини амілоїдозу (амілоїдоз - білково-вуглеводна дистрофія; системне (або локальне) відкладення в тканинах білкового речовини амілоїду; обумовлено генетично (напр., при періодичної хвороби); може виникати як ускладнення хронічних інфекцій (напр., остеомієліту);
· фуксин Пфайффера (карболовий) - гістологічний барвник, що складається з спиртового розчину фуксину в 5% карболової воді 
(див. Забарвлення патологічної (токсигеної) зернистості по Фреіфельд - спосіб приготування: 1 г лужного фуксину розчиняють при слабкому нагріванні в 15 г 96 ° етилового спирту, охолоджують і до спиртового розчину додають 100 мл 5% розчину карболової кислоти).

Вітальні способи забарвлення
     Від латинського vita – життя. Для вітального (прижиттєвого) фарбування застосовують 0,2-0,001% водні розчини метиленового і толуоідінового синього, конго червоного, які додають в придавлену або висячу краплю культури. Вітальне забарвлення  - прижиттєве забарвлення структурних елементів живого організму нешкідливими або малотоксичних барвниками для подальшого спостереження за їх функціонуванням. Цим способом виявляють спірохети, найпростіші, визначають рухливість бактерій, імунне набухання капсули, але використання його вимагає суворого дотримання правил, що виключити лабораторне зараження. 
Поствітальні способи забарвлення
     Способи забарвлення фіксованих препаратів (поствітальні) поділяють на прості і складні. 
     При простих методах забарвлення використовується лише одна фарба. При простих способах фарбувальні розчини фуксину Пфейффера (експозиція 1-2 хв.), лужного метиленового синього (3-5 хв.) наносять на фіксований препарат, так, щоб він повністю покрив мазок, барвник зливають, препарат промивають цівкою води, струшують, висушують і проводять мікроскопію. 
     Прості способи дозволяють судити про величину, форму, локалізації, взаємному розташуванні окремих клітин, але з їх допомогою не можна встановити структуру мікробів і часто їх диференційоване ставлення до барвників. 
     При складних методах фарбування використовуються ряд фарб у певній послідовності. Такі методи використовуються для виявлення в патологічному матеріалі конкретних мікроорганізмів, а також визначення особливостей їх ультраструктури. 

· Забарвлення за Грамом використовується для визначення типу будови клітинної стінки. Це основний метод в бактеріології. Залежно від забарвлення за Грамом всі бактерії поділяються на Грам-позитивні і Грам-негативні. 

· Забарвлення за Цілем-Нільсеном використовується для виявлення кислотостійких бактерій (а саме - мікобактерій), а також для виявлення спор. 

· Забарвлення за Нейссером та Леффлером використовується для виявлення цитоплазматичних включень волютину та ідентифікації по їх наявності коринебактерій (зокрема - збудників дифтерії). 

· Забарвлення за Буррі-Гінсом використовується для виявлення капсул. 

· Забарвлення за Морозовим використовується для виявлення джгутиків. Цей метод забарвлення використовується також для виявлення трепонем. Крім того, забарвлення за  Морозовим використовують у вірусології - для виявлення в віспяних бульбашках вірусів натуральної та вітряної віспи. 

· Забарвлення за Здрадовськім використовується для виявлення рикетсій і хламідій. 

· Забарвлення за Романовським-Гімзою також, поряд з забарвленням по Здрадовському, використовується для виявлення рикетсій і хламідій; крім того, цей метод забарвлення використовується для виявлення спірохет (з їх ідентифікацією до роду в залежності від кольору фарбування), а також для виявлення найпростіших. 
· Для виявлення вірусів використовують забарвлення за Романовським – Гімза, Муромцевим, Морозовим, Селлером, Пігаревським, Павловським.
· Гриби досліджують непофарбованими або фарбують по Граму, Цілю - Нільсону, Леффлеру, Романовському - Гімзи, а також розчином Люголя та інш. 
     Більш інтенсивного фарбування можна досягнути збільшенням тривалості фарбування або підігріванням на спиртовій лампочці до появи парів. Якщо препарат перефарбований, то можна частково видалити фарбу рясним промиванням водою або нетривалим промиванням спиртом. Більш сильний засіб знебарвлення - промивання препарату 5% розчином сірчаної кислоти або 15% розчином азотної кислоти.
Забарвлення за методом Романовського-Гімза
     Фарба Романовського-Гімза складається з суміші азура І, еозину і метиленової сині. Безпосередньо перед вживанням до 10 мл дистильованої води нейтральною або слабо лужної реакції (pH 7,0 - 7,2) додають 10 крапель комерційного барвника Романовського-Гімза. Приготований розчин фарби негайно ж наливають на фіксований мазок або краще предметне скло з препаратом занурюють у стаканчик з фарбою. Через 1 год. фарбу зливають, препарат промивають водою і висушують на повітрі. 
     Чеслав Іванович Хенцінскій і Дмитро Леонідович Романовський дали початок методикам забарвлення біологічних препаратів за допомогою суміші азура І (азур В), метиленового синього і еозину. 
     Пріоритет використанні барв – суміші метиленового синього і еозину належить військовому лікарю з м. Одеси Чеславу Івановичу Хенцінскому при дослідження малярійних плазмодіїв. Однак, двокольорове забарвлення не дозволяло виявити особливості будови малярійних плазмодії, недостатньо виявлялася і морфологія клітин крові. 
     Дмитро Леонідович Романовський, лікар і завідуючий очним відділенням Петербургського Миколаївського військового шпиталю, модернізував методику, додавши третій барвник - азур І. Ця методика  отримання поліхромного забарвлення мазків використовується у всьому світі вже більше 120 років. 

     Надалі велике число лікарів у всьому світі взяли участь у вдосконаленні методики, яка застосовується практично в кожній медичній лабораторії (найбільш відомі роботи Гімзи, Дженнера, Лейшмана, Мая-Грюнвальда, Нохта, Райта, Паппенгейма та інш.). 
     Барвник Романовського є прототипом ряду інших барвників, які застосовують для дослідження гістологічних препаратів крові та кісткового мозку, для виявлення паразитів крові, таких як малярія, а також при широкому колі інших патологічних станів. Фарбування барвником Романовського-Райта зручніше, ніж фарбування гематоксиліном (гістологічний барвник, одержуваний з ефірного екстракту кампешевого дерева) і еозином, оскільки дозволяє диференціювати різні типи лейкоцитів. 
     Унаслідок того, що водні розчини барвників були стійкими, в 1901 році Лейшман і в 1902 році Райт запропонували застосування метилового спирту як фіксатора перед фарбуванням. У 1904 році Гимза поліпшив цю методику шляхом стандартизації розчинів барвника і додавання гліцерину для збільшення розчинності і стабільності.
     Фарбування за Романовським - Гімзою - цитологічний метод фарбування мікроорганізмів, клітинних структур і тканин різних видів               (у тому числі крові) для вивчення методом світлової мікроскопії. 

Розчин Гімзи для фарбування за Романовським
Приготування барвника 
Готовий рідкий барвник перед фарбуванням мазків розводять з розрахунку 1-2 краплі барвника на 1 мл дистильованої води. Мазки забарвлюють 20 - 25 хвилин при 37 ° C у вологій камері (закрита чашка Петрі з зволоженим фільтром на дні). Після фарбування мазки промивають у проточній воді, сушать на повітрі і досліджують при масляній імерсії. 
Спеціальний стандартний розчин Гімза 
Склад барвника:
Азур 1 - 3,772 г 
Еозин - 2,165 г 
Метиленовая синька - 1,563 г 
Метанол (ЧДА) - 750,0 мл 
Гліцерин (ЧДА) - 256,0 мл 
Фарба Романовського-Райта
Склад барвника:

азур І, азур ІІ, метилен фіолетовий і метиленовий синій. Потім додається еозин для отримання "нейтрального" барвника. Осад потім розчиняється в суміші метилового спирту і гліцерину для зберігання розчину. Останній розводиться водою для отримання робочого розчину при приготуванні зразків патологічного матеріалу. 
Забарвлення за методом Нейссера для виявлення зерен волютину
1. Фіксований на полум'ї пальника мазок забарвлюють 1 - 2 хв. синькою Нейссера. 
2. Синьку зливають, на препарат наносять кілька крапель розчину Люголя на 1 хв. 
3. Мазок промивають водою, підсушують фільтрувальним папером. 
4. Дофарбовував протягом 2 хв. розчином хрізоідіну або 1 - 3 хв. розчином везувіну. 
5. Промивають водою, підсушують і мікроскопірують. 
Зерна волютину забарвлюються в синій колір, тіла мікробних клітин - в світло-коричневий колір. 
(Волютин - один з типів включень. Непостійно присутній у коринебактерій, спирилл, дріжджів. Являє собою запасний поживний матеріал у вигляді комплексів РНК з метаполіфосфатамі. Виявлення волютину застосовують для ідентифікації коринебактерій дифтерії, у яких волютин розташовується у вигляді зерен по кінцях бактерій. 
     Виявляють волютин забарвленням по Нейссеру або Леффлеру 

Забарвлення за методом Пєшкова для виявлення бактеріальних спор
1. На фіксований мазок наливають синьку Леффлера (метиленовий синій) і дають фарбі закипіти. Фарбування мазка відбувається киплячій синькою протягом 20 -30 с.
2. Препарат промивають водою. 
3. Дофарбовують 0,5% водним розчином нейтральрота протягом 30 - 60 с. 
4. Промивають водою і висушують. 
Спори, пофарбовані синькою Леффлера, мають блакитний колір, вегетативні тіла бактерій - червоний колір. 
Забарвлення за методом Ожешко для виявлення спор
1. На висушений нефіксованої препарат (мазок готується товстим і на краю скла) наливають кілька крапель 0,5% розчину соляної кислоти і підігрівають 1 - 2 хв. над полум'ям пальника до закипання, після чого залишки кислоти зливають. 
2. Охолоджений препарат промивають водою, підсушують на повітрі і фіксують на полум'ї пальника. 
3. Офарблюють карболовим фуксином Циля (фуксин наливають на фільтрувальний папірець) з підігріванням до появи парів. 
4. Знебарвлюється 5% розчином сірчаної кислоти протягом декількох секунд. 
5. Промивають водою.
6. Дофарбовують синькою Леффлера або 1% водним розчином малахітової зелені протягом 3 - 5 хв.
Спори, пофарбовані фуксином, мають рубіново-червоний колір, вегетативні тіла мікробних клітин при дофарбовуванні синькою Леффлера - синій колір, при застосуванні малахітової зелені - зелений колір. 
Забарвлення за методом Буррі для виявлення капсул
(негативний метод)
      На вузький кінець предметного скла наносять краплю туші в петлю досліджуваного матеріалу. Суміш перемішують ретельно петлею, роблять мазок, як мазок з крові, висушують на повітрі і, не фіксуючи, мікроскопірують з імерсійною системою. Фон препарату забарвлений в темно-димчастий колір, мікробні тіла та їх капсули не фарбується тушшю і залишаються безбарвними, внаслідок чого цей спосіб отримав назву негативного. 
Забарвлення за методом Гінса для виявлення капсул
1. Готують негативно забарвлений за методом Буррі препарат. 
2. Фіксують будь-яким хімічним способом: метиловим спиртом, сумішшю Нікіфорова або іншими сумішами. 
3. Промивають водою. 
4. Офарблюють карболовим фуксином Циля, розведеним 1:3, протягом          3-5 хв. 
5. Препарат промивають водою, висушують і мікроскопірують з імерсійною системою (імерсійна система - оптична система, в якій простір між першою лінзою і предметом заповнене рідиною. Застосовувана таким чином рідина називається імерсійною. В якості імерсійної рідини найчастіше використовують гліцерин або водний розчин гліцерину, а також кедрове або мінеральне масло, фізіологічний розчин, монобромнафталін, вазелінове масло, йодистий метилен). 
     При мікроскопії на темному тлі препарату контрастно виділяються незабарвлені капсули, усередині яких знаходяться бактерії яскраво-малинового кольору. 
Забарвлення за методом Ціля-Нільсена
     Метод названий іменами німецьких медиків - мікробіолога Франца Циля (1857-1926) і патологоанатома Фрідріха Нільсена (1854-1898), які розробили його в 1882-1883 рр.. 
Метод забарвлення мікроорганізмів для виявлення кислотостійких мікобактерій (збудників туберкульозу, мікобактеріозів, лепри), актиноміцетів та інших кислотостійких мікроорганізмів. Кислотостійкість мікроорганізмів обумовлена наявністю в їх клітинах ліпідів, воску і оксикислот.   

Методика:
1. Фіксований на полум'я пальника мазок забарвлюють протягом 3 - 5 хв. розчином карболової фуксину Циля або забарвленої фуксином папірцем з підігріванням до появи парів, але не доводячи барвник до кипіння. 
2. Дають препарату охолонути, папірець знімають, зливають надлишок барвника, препарат промивають водою. 
3. Пофарбований препарат знебарвлюють 5% розчином сірчаної кислоти протягом 3 - 5 с або 96 ° етиловим спиртом, що містить 3% за об'ємом хлористоводневої кислоти, кілька разів занурюючи скло з мазком в стаканчик з солянокислим спиртом. 
4. Після знебарвлення залишок кислоти зливають і ретельно промивають препарат водою. 
5. Дофарбовують додатково метиленовим синім Леффлера 3 - 5 хв. 
6. Пофарбований препарат промивають водою, підсушують і мікроскопірують. 
     При фарбуванні препаратів кислотостійкі бактерії забарвлюються фуксином в рубіново-червоний колір і не знебарвлюються кислотою. 
Некислотостійкі бактерії, а також елементи тканини і лейкоцити під дією кислоти знебарвлюються і набувають колір додаткового барвника.
Забарвлення за методом Грама
     Метод забарвлення мікроорганізмів для дослідження, що дозволяє диференціювати бактерії за біохімічними властивостями їх клітинної стінки. 
     Запропоновано в 1884 році датським лікарем Г. К. Грамом. 

     За Грамом бактерії забарвлюють аніліновими барвниками - генціановим або метиловим фіолетовим та інш., потім барвник фіксують розчином йоду. 
     При подальшому промиванні пофарбованого препарату спиртом ті види бактерій, які виявляються міцно забарвленими, називають грампозитивними бактеріями (позначаються Грам (+)), - на відміну від грамнегативних (Грам (-)), які при промиванні знебарвлюються і сприймають додаткове забарвлення - фуксину Пфейффера. 
Методика:
1. Фіксований на вогні мазок забарвлюють генціан-, метил-або крісталлвіолетом 2 хв. (поклавши на мазок фільтрувальний папір, насичений фарбою). 
2. Наливають розчин Люголя (розчин йоду у водному розчині йодистого калію) на 2 хв. Мазок набуває сіро-бурого забарвлення. 
3. Зливають розчин Люголя. 
4. Для знебарвлення вносять кілька крапель 70 ° спирту на 2 хв.; стежать, щоб він рівномірно розподілився по поверхні всього мазка. 
5. Препарат промивають водою. 
6. Дофарбовував фуксином Пфейффера 2 хв. 
7. Папірець знімають, препарат промивають водою. 
8. Промивають водою, висушують, мікроскопіруют. 
Результат забарвлення: грампозитивні бактерії Грам (+), фарбуються основною фарбою в темно-фіолетовий колір, грамнегативні бактерії             Грам (-), сприймаючи додаткове забарвлення, набувають яскраво-малиновий колір. 
Забарвлення за Козловським 
(ідентифікація бруцел в патологічному матеріалі)
Методика:
     Мазок фіксують, фарбують 2% водним розчином сафраніну з підігріванням до появи перших бульбашок газу, промивають водою, додатково фарбують 1-проц. розчином малахітової зелені 0,5-1 хв.
 Бруцели яскраво-червоні, фон зелений. 
     Бруцельоз - зоонозних інфекція, що передається від хворих тварин людині, що характеризується множинним ураженням органів і систем організму людини. Збудник захворювання - група мікроорганізмів роду бруцел. Патогенними для людини є три: збудник бруцельозу дрібної рогатої худоби (Brucella melitensis), збудник бруцельозу великої рогатої худоби (Brucella abortus), збудник бруцельозу свиней (Brucella suis). 
Забарвлення за Леффлером

1) забарвлення джгутиків бактерій шляхом послідовного застосування протрави (таніну) і барвника; 
2) забарвлення дифтерійних бактерій метиленовим синім Леффлера. 
Методика: на мазок кладуть шматочок фільтрувального паперу і наливають розчин синьки Леффлера на 3-5 хвилин; препарат промивають дистильованою водою і висушують. 
     Протоплазма бактерій забарвлюється в блакитний колір, волютинові зерна – в темно-синій.

     Для виявлення дифтерійних паличок можна використовувати три методи: за Грамом, за Леффлером, за Нейссером.

Забарвлення за  Меллером
Методика: мазок висушують,фіксують;  занурюють в 5% розчин хромової кислоти – на 1-2 хв.; промивають водою;  фарбують фуксином Циля з підігріванням до появи парів; знебарвлюють 5% розчином сірчаної або 15% розчином азотної кислоти; промивають водою; додаткове фарбують контрастною фарбою - метиленової синню 0,5-1 хв. 
     Спори червоні, вегетативні форми мікробів сині. 
     
Забарвлення капсул засновано на явищі метахромазії, тобто здатності однієї фарби фарбувати різні за хімічним складом частини мікроба в різні кольори. Деякі способи забарвлення капсул засновані на контрастному забарвленням. 

Забарвлення за Ольтом
Методика: фіксований препарат фарбують 1-2 хв. при нагріванні 4% водним розчином сафраніну; змивають водою; не висушуючи, накривають покривним склом і розглядають під мікроскопом. 
     Мікроби червоні, а капсули оранжево-жовті. 
Забарвлення за Ребігером
Методика:  препарату дають добре висохнути; без фіксації фарбують 20 сек. розчином генціанвіолета (15-20 а) в 40%  формаліні (100-150 г); обмивають водою, досліджують. 
     Капсули фіолетово-рожеві; бацили темно-фіолетові. 
Забарвлення за Клеттом
 
     Методика: фіксований препарат фарбують 2-3 хв. метиленової синню, з підігріванням до появи парів; рясно промивають водою; фарбують фуксином Пфейфера  5 сек.; швидко промивають водою. 
     Мікроби сині, капсули рожеві. 
Забарвлення способом Маккіавелло - Здродовского
     (А.М. Mаккіавелло, чилійський лікар XX в.; П.Ф. Здродовский, 1890-1976, радянський мікробіолог і імунолог) 
     Забарвлення фіксованих на полум'я бактеріологічних препаратів карболовим фуксином і метиленовим синім призначене для виявлення рикетсій, які при цьому забарвлюються в червоний колір (клітинні елементи фарбуються в блакитний колір).  


Забарвлення карболовим тіоніном Ніколя
     Методика: 1 частина насиченого спиртового розчину тіоніну, 10 частин 1% водного розчину фенолу, мазки забарвлюють 3-5 хв. Фарбують у проточній воді, диференціюють 30 сек в 96% спирті, знову обполіскують і висушують. 
Препарат вивчають при масляній імерсії. 
Бактерії забарвлюються в синій колір.

Забарвлення по Ауєскі
     Методика: забарвлення спор бактерій, що полягає в обробці препарату гарячим 0,5% розчином соляної кислоти з наступною фіксацією і забарвленням за способом Циля - Нільсена; спори забарвлюються в рубіново-червоний колір, вегетативні форми - у синій.
Забарвлення за  Беніньєтті
     Це один із способів забарвлення джгутиків. 
     Методика: протравлення та фарбування одним з фарбувальних розчинів, який складають ex tempore (у міру потреби): I - сульфат цинку -  1г, танін - 10г, дистильована вода - 100 мл і II - насичений спиртовий розчин генціанвіолета. 
     Змішують 5 мл розчину I і 3 мл розчину II, наносять на препарат, нагрівають до появи парів, промивають водою, висушують і розглядають.
Забарвлення за Муромцевим
     Вологі мазки або відбитки фіксують 1-2 години в етиловому або метиловому спирті кімнатної температури або 15-20 хвилин в спирті, підігрітому до 50-70 ". Після промивання дистильованою водою фарбують 5-10хв. синькою Мансона, розведеної в 40 разів. 
Синька Мансона: у 100 мл киплячої води розчинити 5-8 г хімічно чистої бури, додати 2 г метиленового синього. Пофарбований препарат, не промиваючи, диференціюють 5-10 хвилин у водному розчині таніну          (5-10%). Після придбання препаратом блакитного відтінку його промивають дистильованою водою і підсушують фільтрувальним папером. Препарат проводять через абсолютний спирт або 50% суміш абсолютного спирту з ацетоном, після чого він готовий для мікроскопії. 

     У пофарбованому цим способом препараті фон і цитоплазма клітин блідо-блакитні, тільця Негрі  різко окреслені, фіолетові з рожевим відтінком, ядра сині, ядерця темно-сині, еритроцити оранжево-червоні. 
     Тельця Негрі - відкриті італійським вченим А. Негрі, (1903)], специфічні цитоплазматичні  включення, які виявляються в нейронах центральної нервової системи у тварин і людей, загиблих від сказу. Це новоутворення в уражених вірусом сказу нервових клітин головного мозку. Відкриття тілець Негрі спростило лабораторний діагноз сказу. Крім забарвлення за Муромцевим, для виявлення тілець Негрі можливо використовувати методи Лентца, Штуцера, Селлера.

Забарвлення за Морозовим (сріблення за Морозовим)
Забарвлення блідих трепонем по Морозову. 

Для виконання даної методики необхідні три реактиви. 
Реактив I: до 100 мл дистильованої води додають 2 мл 40% розчину формаліну і 1 мл крижаної оцтової кислоти. 
Реактив II: 100 мл дистильованої води об'єднують з рівним об'ємом рідкої карболової кислоти і в них розчиняють 5 г таніну. 
Реактив III: в 100 мл дистильованої води розчиняють 5 г кристалічного нітрату срібла. До приготовленого розчину по краплях додають насичений розчин аміаку до тих пір, поки утворений при цьому жовто-коричневий осад не стане буро-чорного кольору і не розчиниться, залишивши легку опалесценцію. Робоче розведення реактиву 1:10 дистильованою водою. 
Техніка забарвлення. 
Тонкий препарат, приготований з тканинної рідини, що підлягає дослідженню, висушують в термостаті при температурі 37 ° С. На сухій препарат наливають 5-10 крапель реактиву I, через 1 хв. реактив I зливають і препарат промивають дистильованою водою. На препарат нашаровують реактив II і підігрівають на полум'ї пальника до появи парів, потім ретельно промивають препарат водою і наносять реактив III так, щоб він покрив всю поверхню препарату. Предметне скло знову підігрівають протягом 2 - 3 хв. до тих пір, поки колір мазка не стане темно-коричневим. Після ретельного промивання дистильованою водою препарат висушують і досліджують в мікроскопі, користуючись імерсійною системою. 
     Бліді трепонеми стають темно-коричневого або майже чорного кольору.
Забарвлення по Маллорі
Забарвлення зрізів по Маллорі дає дуже ефектні гістологічні картини: ядра червоні, м'язи фіолетові, сполучна тканина блакитна. Саме остання обставина визначило застосування цього забарвлення в патоморфологічнох лабораторіях. Тут забарвлення по Маллорі використовують для виявлення колагену.
В основі методу лежить унікальна властивість анілінового синього фарбувати колагенові волокна в темно-синій колір, а кислого фуксину - еластичні волокна в червоний колір. 
В результаті забарвлення колагенові волокна – темно-сині, ядра, ерітроціти, еластичні волокна - червоні, амілоїд, гіалин і слиз - блакитні,
м'язова тканина - помаранчева, нейроглія – червоно-фіолетова.
Для фарбування Готують три розчини: 

1. 0,5% розчин кислого фуксину;

2. 1% розчин фосфорно-молібденової кислоти;
3. Комбінований фарбувальний розчин:

Аніліновий жовтий - 2,0 г
Щавлева кислота (кристалічна)-2,0 г
Вода - 100 мл
Суміш нагрівають, охолоджують, фільтрують.

Методика забарвлення:

1. 2-3 хв. забарвлюють зрізи в фуксині;

2. швидко споліскують у воді;

3. поміщають на 2-5 хв. в фосфорно-молібденову кислоту;

4. швидко споліскують у воді;

5. 1-2 хв. фарбують у комбінованому барвному розчині;
6. диференціюють в 96 ° спирті.
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Контрольні завдання
1. При фарбуванні мазка з мокроти хворого з підозрінням на крупозну пневмонію були використані наступні фарбники і реактиви: розчин генцианвіолета, розчин Люголя, 96% спирт., водний фуксин. Який спосіб забарвлення застосовували в даному випадку? 

А. По Романовському

Б. По Цилю-Нільсену 

В. По Граму 
Г. По Нейссеру 

2. Метод фарбування в туші для виявлення мікробних тіл та їх капсул носить назву?

А. Метод Гінса

Б. Метод Бурри 
В. Метод Циля-Нильсена

Г. Метод Грам

3. При фарбуванні по методу Грама який колір матимуть Грам (+) бактерії?

А. Темно-фіолетовий 
Б. Малиновий

В. Зелений

Г. Синій
4. При фарбуванні по методу Циля-Нільсена  кислотостійки бактерії забарвлюються:

А. Фуксином в червоний колір 
Б. Синькою Леффлера в синій колір

В. Не матимуть кольору внаслідок обробки серною кислотою
Г. Генциан-фіолетом в темно-фіолетовий колір
5. Який спосіб фіксації використовуються при забарвленні по Макіавелло - Здродовському:

А. Метиловим спиртом 

Б. Фізичним (на полум’ї)
В. Парами фенолу
Г. Формаліном
6. Для фіксації мазків по Сюткину використовують:

А. Метиловий спирт

Б. Етиловий спирт

В. Суміш спирту, сулеми і оцтової кислоти

Г. Пари фенолу 
7. Прості способи забарвлення не дають можливості встановити:

А. Розмір клітин

Б. Форму клітин 

В. Локалізацію клітин

Г. Структуру мікроорганізмів 
8. Для забарвлення по методу Романовського-Гімза використовують:

А. Суміш азур І, еозина і метиленового синього 
Б. Розчин хризоідина або везу вина

В. Синьку Леффлера

Г.  Карболовий фуксин і малахітову зелень

9. Негативний метод забарвлення – це:

А. Метод Циля-Нильсена

Б. Метод Буррі
В. Метод Грама

Г. Метод Ожешко 

10. Який із перерахованих методів фарбування препаратів найбільш тонко виявляє морфологічні особливості клітин?
А.Фарбування по Романовському 
Б.Фарбування по Граму 
В.Фарбування по Цилю - Нільсену 
Г.Фарбування по Паппенгейму – Крюкову 
11. У лабораторію поступило харкотиння хворого на туберкульоз. Який метод зафарбовування слід використати для виявлення збудників туберкульозу? 

А. Романовського-Гімза

Б. Циля-Нільсена 
В. Буррі-Гінса

Г. Нейссера

12. У клініку доставлено хворого з важким загальним станом і високою температурою. Бактеріоскопічне дослідження матеріалу із зіву та дихальних шляхів дозволило попередньо діагностувати дифтерійний круп. Який метод фарбування при цьому був застосований? 

А. Пешкова

Б. Циль-Нільсена

В. Гінса-Буррі

Г. Нейссера 
13. В мазку з біоматеріалу хворого з підозрою на дифтерію виявлені жовті палички з синіми зернами на кінцях. Який спосіб забарвлення використано? 
А. Нейссера 
Б. Романовського

В. Здродовського
Г. Циль-Нильсена

14. В бактеріологічну лабораторію направлено харкотиння хворого на туберкульоз, Для бактеріоскопічного дослідження препаратів – мазків і виявлення туберкульозної палички потрібно використати один із вказаних методів фарбування: 

А. Грама

Б. Здрадовського

В. Романовського

Г. Ціля – Нільсена 
15. З центрифугату порції сечі, одержаної від хворого з підозрою на туберкульоз нирок, приготували препарат для мікроскопії. Який метод фарбування препарату використовують для виявлення збудника? 

А. За Леффлером

Б. За Ожешко

В. За Цілем-Нильсеном
Г. За Грамом

16. Хворому на туберкульоз, в анамнезі якого була відкрита легенева форма захворювання, проведено мікроскопічне дослідження мокротиння, з метою виявлення збудника. Який метод забарвлення доцільно використати при цьому? 

А. Метод Ціля-Нільсена 
Б. Метод Грама

В. Метод Нейссера

Г. Метод Романовського-Гімза

17. У мазку з матеріалу узятого від хворого з підозрінням на дифтерію виявлені жовті палички з синіми зернами на кінцях. Який спосіб забарвлення використаний в даному випадку? 

А. Нейсера 

Б. Грама

В. Циль- Нільсена 

Г. Козловського 

18. При обстеженні хворої дитини з підозрою на дифтерію в мазку із зіва виявлено біполярно розташовані інтенсивно пофарбовані включення. Які із перелічених методів фарбування були використані?
А. Здродовського    

Б. Леффлера.     

В. Циля-Нільсена.   

Г. Ожешко
19. Який колір матимуть рикетсії при забарвленні по Здродовському?

А. Червоний   

Б. Синій    

В. Жовтий    

Г. Зелений

20. Забарвлення по Козловському дозволяє виявити в патологічному матеріалі:

А. Спірохети

Б. Бруцели 

В. Спори мікроорганізмів

Г. Грам (+) бактерії

21. Хворому на туберкульоз, в анамнезі якого була відкрита легенева форма захворювання, проведено мікроскопічне дослідження мокротиння, з метою виявлення збудника. Який  метод забарвлення доцільно використати при цьому?  

А. Метод Ціля-Нільсена  
Б. Метод Грама  

В. Метод Буррі-Гінса  

Г. Метод Романовського-Гімза  

22. При забарвлені мазку мокротиння хворого з підозрою на пневмонію були використані: розчин генцианвіолету, розчин Люголя, 96° спирт, водний фуксин. Який спосіб забарвлення використано?
А. по Граму      

Б. по Цилю-Нільсену      

В. по Романовскому    

Г. по Нейссеру  
23. При забарвленні використовували: водний розчин сафраніну, розчин малахітової зелені. Які мікроорганізми дозволяє виявити даний спосіб забарвлення?

А. Бактерії туберкульозу   

Б. Стафілококи   

В. Бруцели  

Г. Бліді спірохети

24. Забарвлення за Романовським-Гімзою використовується для виявлення:

А. Найпростіших.

Б. Рикетсій і хламідій; 
В. Спірохет та вірусів.

Г. Для всього вище перерахованого
25. Який фіксатор використовують при забарвленні по Ребігеру?

А. Метиловий спирт

Б. Формалін

В. Фізичний спосіб фіксації

Г. Ацетон

26. При фарбуванні по методу Грама який колір матимуть грам (-) бактерії?

А. Темно-фіолетовий 

Б. Малиновий 

В. Зелений

Г. Синій

27. У хворого з пiдозрою на дифтерiю виявлено палички синього
кольору з потовщеннями на полюсах. Який метод фарбування мазкiв було використано?



A. Леффлера


Б. Буррi



В. Ожешко


Г. Козловського 
Варіанти відповідей
	№ з/п
	Вірна відповідь

	1
	В

	2
	Б

	3
	А

	4
	А

	5
	Б

	6
	Г

	7
	Г

	8
	А

	9
	Б

	10
	Г

	11
	Б

	12
	Г

	13
	А

	14
	Г

	15
	В

	16
	А

	17
	А

	18
	Б

	19
	А

	20
	А

	21
	А

	22
	А

	23
	В

	24
	Г

	25
	Б

	26
	Б

	27
	А
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