Protokol ¢.5
Acidorezistentni barveni

Acidorezistentni bakterie Spatné ptijimaji barvivo. Barveni se proto provadi za horka

koncentrovanymi barvivy. Jiz jednou obarvené bunécné stény si barvivo podrzuji i po
odbarvovani kyselinami a alkoholem.

Acidorezistenci vykazuji zastupci rod Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus,

v men$i mite Corynebacterium. Jejich bunéna sténa obsahuje lipidické latky, predevSim
mykolové kyseliny. Ty brani priniku barviv a tak se velmi Spatné barvi Gramovym barvenim.

Bunécné stény acidorezistentnich bakterii se neodbarvuji kyselym alkoholem

(1.stupenn acidorezistence) a 1% HCl (2.stupeit acidorezistence) po obarveni Ziehl-
Neelsenovym karbolfuchsinem.

Vyznam: pouZivd se hlavné na identifikaci mykobakterii, zejména k prikazu Mycobacterium
tuberculosis. Kromé toho je acidorezistence vlastnosti nékterych aktinomycet, bakterialnich spor a

nékterych kvasinek (askospory).

Bunééna sténa acidorezistentnich bakterii
mobsahuje lipidické latky, predevsim mykolové kyseliny (3-hydroxy mastné
kys. s dlouhym C fetézcem na pozici 2)
mmykobakteria, nokardioformni aktinomycety, korynebakteria
mmykolyl-arabinogalaktan tvofi lipidickou bariéru — brani penetraci kyseliny
modbarvovani 1. kyselym alkoholem, 2. slabou kyselinou

Odlisnosti ve slozeni peptidoglykanu

mpiitomnost amidickych skupin na glutamatu 1 na meso-DAP v
peptidech opakujici se peptidické podjednotky

mpiitomnost 2 typli mezipeptidového spojeni — D-ala-meso-DAP a
meso DAP-DAP, 70% meso DAP-DAP — pouze u mykobakterii
mN-glykolylmuramova kyselina misto

N-acetylmuramové

Mikroorganismy:

Mycobacterium phlei CCM 5639 — 1. stupeni

rychle rostouci mykobakteria. Trava (Phleum), seno. medium ¢.24

22-52°C

kratké tycky, 1-2 um, acidorezistence 2 stupné u mladych kultur (3-4denni), vice nez 5ti
denni acidorezistentni v rozmezi 5 — 100%.

drsné kolonie s intenzivnim zlutym az oranzovym pigmentem po 2-5ti dnech

mladé kultury acidorezistentni, po 5 — 7 dnech kultivace mize byt barvitelnost
nestabilni

2. stupen acidorezistence:

Nocardia carnea CCM 2756
Rhodococcus erythropolis CCM 277
Corynebacterium glutamicum CCM 2428




Mycobacterium Nocardia Rhodococcus Corynebacterium
Rovné nebo mirné Mycelium Slabé mycelium, Nepravidelné
zakiivené tycky, Stars$i kultury: Fragmentujivi tyCinky
0,2-0,6 x 1-10 um fragmentace v nepravidelné tycky a Casto sviraji thel
ziidka vétvena Vladken v ty¢inky a | koky Nebo tvofi palisady
vlakna, netvori koky Netvofti vzdusné
vzdusné Obvykle tvori mycelium
mycelium vzdu$né

mycelium
Rychlost ristu: 1-5 dni 1-3 dny 1-2 dny
2-40 dni
Acidorezistence Acidorezistence Acidorezistence 2.stupn¢ | Acidorezistence
1.stupné 2.stupné 2.stupné
Nemusi byt 2.stupent
Spatné barvitelné Barvitelné Gramem | Barvitelné Gramem Barvitelné Gramem
Gramovym barvenim,
Pokud ano, tak G+
Penicilin rezistentni Penicilin rezistentni | Penicilin sezitivni Penicilin sezitivni
(n€které druhy mohou
byt sezitivni,
Pt:M. avium)

Pomiicky: Ziehl-Neelsentv karbolfuchsin, kysely alkohol (96% alkoholu se 3% HCI),
Loftlertiv roztok methylenové modfi (pred pouzitim ziedény 1:10), 1% HCI — pro diikaz
druhého stupné acidorezistence

| Postup Ziehl-Neelsenova barveni:

1) Ptiprava plamenem fixovaného preparatu

2) Prevrstvit koncentrovanym karbolfuchsinem

3) Zahtat do vystupu par, pak 3 — 5 minut — nesmi vafit
4) Oplach kyselym alkoholem (dvakrat max. 15s)

5) Dobarvit Lofflerovou methylenovou modii — 30s

6) Oplach vodou

Jiny postup:

Postup: na cistém podloznim sklicku provedeme natér a fixujeme plamenem. Prelijeme ho
karbolfuchsinem ve vysoké vrstvé a zahfivame az do vystupu par. Po zchlazeni znovu zahfivame, coz
opakujeme celkem 3x. Po poslednim zahrati nechame barvivo plsobit 3-5 minut. Barvivo nesmi na
sklicku zaschnout, ani se varit — proto je béhem barveni podle potreby dolévame. Po uvedene dobé
barvivo slijeme a preparat odbarvujeme v Sikmé poloze kyselym alkoholem tak dlouho, dokud se
z natéru smyva cerveny fuchsin. Preparat oplachneme vodou (ma byt lehce narlzovély) a natér

dobarvime roztokem malachitové zelené (1 minutu). Znovu oplachneme vodou a v §ikmé poloze

nechame oschnout. Prohlizime imerznim objektivem meandrovitym zplisobem (asi 50 zornych poli).




Postup Kenvounovo barveni — modifikace acidorezistentniho barveni:

Jedna se o modifikaci acidorezistentniho barveni a pouziva se u ¢aste¢né az slabé
acidorezistentnich bakterii. Ty jsou alkoholem odbarvovany, nikoliv vSak slabymi kyselinami.
Kysely alkohol je zde nahrazen 1% kyselinou chlorovodikovou.

*

+ Pro informaci:

Fluorescen¢ni barveni - detekce a diagnostika mykobakterii

Princip: nékieré latky pod vlivem ultrafialového nebo modrého zarfeni emituji ¢ast absorbované
energie ve formé viditelného svétla. Tento jev se oznacujeme jako fluorescence a vznika v dusledku
intramolekularni pfemény energie. Jsou-li zminéné latky pfitomny v burice (napf. riboflavin, chlorofyl),
mluvime o primarni fluorescenci (pfirozené). Sekundarni fluorescence je vyvolana zabarvenim
sledovanych c¢asti fluoreskujicimi barvivy tzv. fluorochromy. Nejcastéji se pouziva akridinova oranz,
primulin apod. Sekundarni fluorescenci Ize wvyuzit pro detekci mikroorganismu, v diagnostice

mykobakterii, pfi studiu povrchovych struktur bunéénych stén hub apod.

Odborna literatura:

1. SILHANKOVA L., DEMNEROVA K. Névody pro laboratore z mikrobiologie. SNTL Praha,
1985..

2. VYTRASOVA J., BILKOVA Z.: Navody pro laboratoie z mikrobiologie. Univerzita Pardubice,
1998..

http://webak.upce.cz/~kbbv/Student/Vyuka/Obecna_klinicka mikrobiologie/Laboratorni_cvic
eni/Navody/Mikroskopicke preparaty.pdf

http://www.sci.muni.cz/mikrob/cytologie

Mycobacterium

Rovné nebo mirn¢ zaktivené tycky, zfidka vétvena vlakna, 0,2-0,6 x 1-10 um

Netvoii vzdusné mycelium

Nepohyblivé. Aerobni, ackoliv

Obligatni paraziti a saprofyti, optimum rastu je 30 — 45°C.

Vysoky obsah bunécnych a cytoplazmatickych lipidi, s vosky obsahujicimi v chloroformu
rozpustné mykolové kyseliny s dlouhym vétvenym fetézcem (60-90C): rezistence vuci
barviviim, vysychani, antibiotikim, fagocytdze

Bunééna sténa — peptidoglykolipid (obsah meso-DAP, Ala, Glu, glukézamin, kyselinu
muramova, arabindza, galaktdza

Kolonie s oranzovym ¢i zlutym pigmentem, ziidka rdzovym (karotenoidy).

Kolonie drsné, kvétakovité. Lowestein-Jenssenova piida. Nékdy hladké — z klinického
materialu.

G+C = 62-70 mol%.




=
mmykolové kyseliny s 60 — 90 C

+zpusobuji rezistenci vaci pronikani barviv, antibiotik, viéi vysychani a
fagocytoze

msilné acidorezistentni

mpokud jsou jednou obarveny bazickym barvivem (fuchsin) neodbarvuji se
kyselinanu ani kyselymi organickymi rozpoustédly (alkoholem)

mbarveni za horka (lipidy nepropousti barvivo) a nepravidelné (burika neni
rovnomérné obarvena), vibec nebo $patné se barvi Gramovym barvenim

cord-faktor — glykolipid trehal6za 6,6 — dimykolat ve stén€ mykobakterii, vyznamny
patogenni faktor, inhibice polymorfonukleart, funkéni poskozeni oxidativni fosforylace

Hydrofobni buné¢na sténa
mproblém s transportem Fe

msiderofory — Fe chelatizujici latky
eexocheliny — extracelularni
emykobaktiny — uvniti buné¢ného obalu

Pomaly rust

mzpomaleni transportu pies hydrofobni povrch

mRNA polymeraza — nizsi reakéni rychlost, pomalejsi syntéza rRNA
mnizky pomér RNA/ DNA — pomalejsi syntéza proteint
Metabolismus

mvyuzivani riznych typd uhlovodikil (halogenované ...)
mautotrofni rist na CO; a H,O

Produkce karotenoidnich pigmenta

mbez pigmenace — M. tuberculosis

mfotochromogenni — M. kansasii

mskotochromogenni — M. gordonae

Napadny je velmi pomaly rist s dlouhou generacni dobou u vétSiny z nich. Rod
mykobakterii obsahuje nékolik desitek druhii, z nichz nékteré jsou vyznamnymi patogeny v
lidské medicin€. Nepatogenni, popt. podminéné patogenni druhy se vyskytuji ve vodé, v
pude, nékterd u zvirat. Mykobakterie jsou intraceluldrnimi parazity vyvolévajicimi chronickou
infekci s tvorbou granulomt. V obrané ma vyznam jeji bunéénd imunita. K diagnostice se
pouziva piimy mikroskopicky prikaz (Ziehlovo-Neelsenovo barveni, fluorescencni
mikroskopie), kultivace na spec. pudach, pokus na zvifeti (morceti), metody molekularni
biologie (PCR)

Etiologie tuberkulézy

= vroce 1882 Robert Koch objevil tuberkul6zni bacil (Kochtiv bacil), dnes oznacovany
jako Mycobacterium tuberculosis

= patii do rodu Mycobacterium, ¢eledi Mycobacteriaceae a fadu Aktinomycetales

= v klasifikaci mikroorganismi jsou mykobakteria fazena na rozhrani mezi vyssimi
organismy, houbami a plisnémi a pravymi bakteriemi (nazev je odvozen od feckych
slov mykes — plisn¢ a bacterion — tycka)

Rozezndvame mykobakteria klasicka, vyvoléavajici tuberkul6zni onemocnéni, a
netuberkulézni mykobakteria, vyvolavajici mykobakteriozy (M. kansasii, M. avium). Ke
klasickym mykobakteriim fadime:



Mycobacterium tuberculosis — patogenni pro ¢loveka,

Mycobacterium africanum — vyskytuje se ptevazné v tropické Africe, v Evropé
zcela vyjimecné, patogenni pro ¢loveka,

Mycobacterium bovis — patogenni pro skot i pro clovéka

zékladni vlastnosti mykobakterii je acidorezistence a alkoholrezistence — pfic¢inou je
vysoky obsah tukovych latek v té¢le mykobakterii

tvarove jsou rovné nebo lehce zahnuté, granulované ty€inky, s oblymi konci o délce 1
— 4 pm. Mohou byt izolované nebo podéln¢ uspotfddand ve shlucich.

kritickd teplota, pti které dochéazi k denaturaci mykobakterialnich proteinti a
mykobakteria hynou, je 60°C

chlad, a to i teploty blizici se absolutni nule, bakterie neposkozuji, ve zmrzlém
stavu vydrzi i1 1éta



