Metoda: Barveni dle Giemsy

Barbora Brumovska, 2. rocnik
Skolitelé: Petr Ferczadi DiS., Vladimira Maxova DiS.

Metoda

Barveni dle Giemsy je barveni pouZivané v histologii, hematologii, cytologii, bakteriologii a genetice.
Své jméno ziskalo po némeckém chemikovi a bakteriologovi Gustavu Giemsovi, ktery ho pfipravil pro
prikaz parazitQ zplsobujicich malarii.

Priprava vzorkl a barveni

Histologické vzorky se musi ihned po odbéru fixovat 4% pufrovanym formaldehydem, aby nedoslo
k rozkladu tkané. Po dokonceni fixace se vzorky nejdfive odvodni. Odvodnéni probiha vzestupnou
fadou lazni ethanolu — 70%, 80%, 96%, 96%. Nasledné se tkan projasni pomoci acetonu a prosyti latkou
rozpoustéjici parafin, kterou je xylen. Poslednim krokem je prosyceni vzorku parafinem. Po dokonceni
celého procesu odvodnéni, se vzorek zalije parafinem do blocku, ktery je pak mozné krajet na
mikrotomu na tenké fezy. Tyto fezy se natahuji na podloZzni sklicka. Aby bylo moZzné tkanové rezy
obarvit, musime je odparafinovat, coZ probiha opacnym procesem oproti odvodnéni.

U hematologickych vzork( a cytologickych natért dochazi pouze k fixaci vzorku alkoholem.

Pred barvenim musime preparaty zbavit parafinu, aby barvy mohly proniknout do tkané. Fixované
nebo odparafinované preparaty ponofrime do roztoku Giemsy na dobu 40 minut. Po uplynuti této doby
preparaty oplachneme v deionizované (destilované) vodé. Oplach provadime v nékolika kyvetach,
abychom omyli vsechny zbytky barvy. Nasledné musime vzorky diferencovat roztokem kyseliny octové,
aby doslo k rozliseni bunéénych struktur. Znovu oplachneme destilovanou vodou. Nakonec preparaty
ponofime do 70% a poté do 80% alkoholu, ¢imz zahajime proces odvodnéni.

Po obarveni preparatd je nutné vzorky opét odvodnit. Po odvodnéni mliZzeme preparat montovat, aby
mohl byt prohlizen v mikroskopu. Sklicko s preparatem oplachneme xylenem a pomoci montovaciho
média preparat uzavieme krycim sklickem.

Po Giemsové barveni jsou jadra bunék zbarvena modre aZ fialové, cytoplazma rliZové, granula
eosinofilli cervené, granula neutrofild jemné fialové, granula mastocytl tmavé modre. Krevni paraziti
maji Cervené zvyraznénd jadra. Pfi pouziti v bakteriologii jsou vysledky barveni napfiklad modré
zvyraznéni Helicobactera pylori nebo rGzové zbarveni Spirochaeta pallida.

Princip
Roztok Giemsy je sloZzen z nékolika barev. Obsahuje methylenovou modf¥, eosin a Azur B.

Principem metody je absorpce barviva organickymi strukturami.
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Uplatnéni metody

V histologii se nejcastéji pouzivad k barveni aspiratu kostni diené ze sternalni nebo panevni kosti a
trepanobiopsii (valecek kostni dfené). Také se ¢asto pouZiva k barveni lymfatickych uzlin. Ddle jim
mUze byt prokazana pritomnost Helicobactera pylori ve sliznici Zaludku.

Metoda naléza uplatnéni v hematologii, kde jsou pomoci néj barvené krevni natéry, natéry kostni
drené nebo sternalni punkce. MiZe byt pouZito pfimo barveni dle Giemsy nebo jeho modifikace May
— Griunwald Giemsa nebo Giemsa — Romanowsky. Pomoci téchto vzorkll mohou byt zjistény
hematopatologické procesy a odhalena nddorovd onemocnéni krve.

Také se pouZiva k prikazu Plasmodii, které zplsobuji malarii. V krvi prokazuje i pfitomnost spirochéty
Treponemy pallidum, ktera je pficinou syfilis, nebo dalsi krevni parazity.

V genetice se vyuZiva ke zvyraznéni chromozomi. Giemsuyv roztok se pripojuje na mista DNA, kde jsou
vazby adeninu sthyminem a tim tvofi G-pruhovani, které se pouzivd ke tvorbé karyogrami
(chromozomovych map).

Uskali metody

Pfi pouZivani této metody casto nedochazi k problémdm. Pokud pfeci jen nastane néjaké uskali,
pravdépodobné je zplsobeno lidskym faktorem, Spatnym odparafinovanim nebo barvivem (napfiklad
uplynutim doby jeho expirace).

PFistrojové vybaveni

Tuto metodu lze provadét rucné, ale ve vétsich provozech se pouzivaji pfistroje. K odparafinovani nebo
odvodnéni se pouziva barvici automat (ma i tyto funkce), krdjeni blo¢kd probihda na mikrotomu,
k barveni |ze pouzit barvici automat a montovaci automat k montovani.

Odbér a transport

U odbéru materidlu pro histologické vySetieni |ékaf musi postupovat opatrné, jelikoz odbér tkané je
pro pacienta naroc¢ny. Nejcastéji se zpracovavaji punkcni biopsie, excize a resekaty. Tyto vzorky se musi
ihned po odbéru fixovat. Fixace se provadi ponorenim tkané do fixacni tekutiny, kterou je nejcastéji
4% pufrovany formaldehyd. Vzorky musi byt vloZzeny do dostatecné velké nadoby s dostatecnym
mnozstvim fixacni tekutiny.

U vzork( krve nebo kostni difené a cytologii se ihned po odbéru pfipravuje natér na mikroskopické
podlozZni sklicko. Natér se necha par minut zaschnou a poté se fixuje 96% alkoholem. Rychla fixace je
nutna kvili rozpadu bunék, které neposkozené vydrzi pouze 2-5 hodin. Dalsi ¢ast dfené se necha srazit
na Petriho misce a poté se fixuje ve zkumavce. Pfi odbéru valecku kosti se cely valecek opét vlozZi do
zkumavky s fixaénim médiem.

Vzorky odebrané do formaldehydu se transportuji a uchovavaji pfi pokojové teploté. Pro zachovani
struktury tkané a optimalniho barveni je dllezité, aby byly tkarnové vzorky dostatecné zfixovany. Pfi
transportu se nddoby se vzorky nesmi rozbit a samoziejmosti je, Ze musi byt naleZité oznaceny. Pokud
k rozbiti nadob dojde, musi dojit k likvidaci materidlu (ktery v mnoha ptipadech jiz znovu pro vysetieni
nelze ziskat).
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Nativni vzorky je nutné donést do laboratofe co nejrychleji po odbéru a v laboratofi probéhne jejich
okamzité zpracovani.

55



