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Tyden 2: Morfologie bakterii,

mikroskopie
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Morfologie a fyziologie,
mikroskopie a kultivace

Morfologie bakterii Fyziologie bakterii
(slozeni, tvary, (mnozeni,
usporadani, metabolismus,
sporulace) vyuzivani substrati)
Mikroskopicke Kultivace
pozorovani (= pozorovani

(= pozorovani rustovych, tedy
mikroba jako fyziologickych
morfologicke vlastnosti mikroba
jednotky)




Morfologie bakterialni bunky

e Z Ceho se sklada kazda bakterie
e Nepovinné slozky bakterialni bunky
e Jake jsou tvarové moznosti bakterie

e Jaké jsou moznosti usporadani
bakterii

e Zvlastni formy zivota bakterii — spory



Z ceho se sklada
bakterialni bunka

Sto¢eny chromozom coby predchudce jadra
Ribozomy, nutné k proteosyntéze
Cytoplasma, prostredi uvnitr bunky
Cytoplasmaticka membrana

Bunécna sténa

Vakuoly, bunécné inkluze - docasna
zalezitost

Plasmidy

Biciky a fimbrie

Pouzdro, biofilm 4
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Chromozom a ribozomy

e Chromozom kruhoveho tvaru

e Ribozomy jiné nez v eukaryotnich
bunkach

e Bakterialni ,jadra™ nejsou viditelna
v optickém mikroskopu

e Kromé& chromozomu muzZe byt

genetlcka mformace | v plasmidech
(¢asto virového puvodu)



Jak muze bufka prijit
k plasmidu

e Existuji v zdsadé tfi zpusoby:
transdukce, transformace a
konjugace

e Pro ruzné bakterie je typicky ten
nebo onen, anebo zadny zpusob

e Je to i prakticky vyznamné -
plasmidy koduji treba i rezistenci na
antibiotika
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rozpadajici se bakterie, ze které se
uvolnuje DNA




"SEX" PILLI (FIMBRIE)
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Cytoplasma a
cytoplasmaticka membrana

e Jak v cytoplasme, tak i na
cytoplasmatické membrané probiha
Fada chemickych procesu

e Na membrane predevsim ty, které
vyuzivaji rozdilu napr. v koncentraci
uréitych iontu vné a uvnitf bunky

e Membrana zaroven chrani bunku
pred chemickymi a jinymi vlivy
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Buneécna sténa

e Grampozitivni bakterie maji bunecnou
stenu tlustou a jednoduchou

e Gramnegativni bakterie maji bunecnou
stenu tenkou a slozitejsi

e Nektere bakterie maji jinou bunécnou
stenu (mykobakteria -
acidoresistentni, v bunce jsou
mykolové kyseliny)

 Nektere bakterie (mykoplasmata)
bunécnou sténu vubec nemaji .



Zakladem kazde bunécné steny
je peptldoglykan (murein)

#Amtyiglumsamlne (G)
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Lysozyme-sensitive
bond
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NH o Alanine 13
H,C —CH—COOH www.arches.uga.edu



Grampozitivni bunécna sténa

Teichoic acid

Wall associated
protein

Lipoteichoic
acid
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Gramnegativni bunécna sténa

www.arches.uga.edu
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Fimbrie (pili), curli a biCiky

e Mnohé bakterie jsou schopny pohybu
e K pohybu slouzi hlavné biciky

e Fimbrie mohou vedle pohybu slouzit
napr. i k adhezi bakterie na povrch,
ke konjugaci a podobné

e Curli jsou podobné jako pili, ale
zakroucene

e BiCiky bakterii jsou uplné jiné nez
bi¢iky eukaryotnich organismu
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Bakterie s biciky
(Escherichia coli)




SRV N
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Bi%C4%8D%C3%ADk

Pocet a usporadani

bakteridlnich bic¢iku:

A. monotricha,
B. lofotricha,
C. amfitricha,
D. peritricha
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Pouzdro a biofil

www.cbc.ca

e Pouzdro obklopuje jednotlivou bakterii,
popr. dvojici. Neni to uz integralni soucast
bakterialni bunky, spis nanosy molekul
(vétsinou polysacharidu), které buriku
chrani

e Biofilm je souvisla vrstva, vznikla
z bakterii, jejich pouzder a dalsiho
materialu. Biofilm je mnohem odolnégjsi
nez jednotliva bakterie, zijici v tzv.
planktonické forme 5



Stadia vyvoje biofilmu
Kontakt planktonické bakterie

S povrchem — +
navazani na tento povrch —
adhese, rust a shlukovani bunék __
do mikrokolonii ———

produkce polymerické hmoty ——<——=—=_
(matrix, nebunécna slozka)

Vytvoreni trojrozmerné struktury
zname jako biofilm <= .

——

(PFevzato z prezentace dr. Cernohorské) 20



e \/ barveni dle E
Burriho byly
nabarveny
bakterie na
cerveno a
pozadi pak
dobarveno
tusi, tusi se
pak pouzdro
tam, kde se
nic neobarvilo cel

Capsula



Sporulace

e Sporulace je néco jako zimni spanek, ale
dovedeny oproti zimnimu spanku zvirat
kK mnohem vetsi dokonalosti

e Spory preziji velmi vysokeé teploty,
vyschnuti, desinfekci a podobné

e Spora vznika jako endospora: bunka se
rozdeli, ale neoddéli uplné: jedna cast se
meni ve sporu, ktera je zavzata do té
druhé bunky

e Nepletme si spory bakterii a spory hub!
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ex | B Subiilis
B. Cerens

@ B, Thuringiensis

8. Anthracis

@ ex » B, Polvovma (fixe le N2)

@ ex * B Pastewrdl (dégrade 'Urée)

23

membres.lycos.fr



Spory jsou biochemicky neaktivni,
samy o0 sobé se nebarvi
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Tvarové moznosti bakterii

e Koky (kulate, protahle, ploché)
o Kokotycinky

e TyCinky (rovné, zahnute, s oblymi Ci
Sspicatymi konci, tluste, tenke)

e Vlaknité bakterie (zvlastni pripad tycinek)
e Spiralni bakterie — spirochety
e Beztvare bakterie, napr. mykoplasmata
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Zprohybana tycCinka -
helikobakter




WWW.primer.ru

Spirochety |

www.scidev.net

RS Chgitzl IThage SaieciiG

gemi.mpl.ird.fr
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Moznosti usporadani

bakterii
e Jednotlivé o 2%
e Dvojice wd
e Ctvefice, skupiny po 8
e Shiuky ﬁg
° ﬁetI'Zky haviani |

kiidla

e U tyCinek: palisady (||||]]), retizky
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Tvarové moznosti bakterii

Bacterial Morpholologies

Examples
—) Straight rod Escherichia
[ Gu— Club-shaped rod Corynebacterium
M Branching rod Actinomyces
T | Spore forming rods Bacillus
SLodrvg Spiral forms Spirochaeta
Oy Comma forms Vibrio
@ Coccus Staphylococcus
Neissaria
Streptococcus
Saricina
Staphylococcus

http://click4biology.info/c4b/2/cell2.2.htm

30



Koky v retizcich (elektronova
mikrofotografie Enterococcus sp.)

www.morgenwelt.de
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. Retizky v Gramové
s barveni




Mikroskopie bakterii

e Bakterie jsou dobre viditelneé
v elektronovem mikroskopu, v praxi se
nevyuziva

e V optickém mikroskopu jsou viditelné
mizerneé. Lépe je vidime, pokud se
pohybuji

e NemuzZeme vSak spoléhat na pohyblivost
bakterii. Zviditelnime je proto jinak:
fixujeme je a obarvime nekterou
z barvicich metod 33



Prace s mikroskopem

e S mikroskopem zpravidla pracuje
mikrobiolog (MUDr., RNDr., Mgr.), avsak i
laborant by mél znat zaklady mikroskopickée
techniky, vcetné udrzby mikroskopu

e Laborant Casto pripravuje mikroskopickée
breparaty, musi je umet pripravit tak, aby
yly dobre viditelné. Nejde jen o samotné
parvici metody, ale i pripravu natéru (nesmi
oyt prilis ridky, pfilis husty, pri fixaci se
nesmi spalit aj.)

34



Casti mikroskopu — dopadaijici
svéetlo

e Svétlo prochazi ze zdroje svétla pres kolektor
a kondenzor. Kvalitu a mnozstvi paprsku
ovlivhuje
- intenzita napéti zdroje svétla
— irisova clona kolektoru (v dolni ¢asti mikroskopu)

— nastaveni vysky kondenzoru
- nastaveni clony kondenzoru (apertura)

e Vyska kondenzoru se obvykle nastavi pri
zaclonéni. V jednom okamziku okraj clony
prestane byt modry a zacne byt cerveny - to je
ten spravny moment. Pak se clona zase
rozevre. 35



Zvetsovaci optika

e \V mikrobiologii pouzivame zpravidla
binokularni mikroskop s vyjimatelnymi
okulary zvetsujicimi 10x

e Objektivy se pouzivaji 4%, 10x, 20X,
40x, 60x a imerzni objektiv zvetsujici
100x%. ,Imerzni* znamena, ze mezi
preparat a objektiv se kapne imerzni

sV V7

lomu skla, nez index lomu vzduchu
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Zaostrovani a vilastni
mikroskopie

e Aniz bychom se divali do okularu, priblizime
makrosroubem preparat k objektivu na co
nejtésnejsi vzdalenost

e Nyni, jiz pod kontrolou zraku preparat
opatrneé oddalujeme, nejdrive
makrosroubem, pak i mikroSroubem, az se
dostaneme na prislusnou hladinu ostrosti

e \/ nékterych pripadech (hlavné u nativnich
preparatu) neni jedna hladina ostrosti, ale je
nutno stale preostrovat na ,dno" a ,hladinu®
prostoru vyplnéného tekutinou 37



Cisténi mikroskopu

Po kazdém pouziti imerzniho oleje je nutno
oCistit objektiv gazou s alkoholéterem
(méné vhodny, leC pouzitelny, je benzin)

Obcas je nutno ocCistit i neimerzni
objektivy, zejména pokud jsou potrisnény
napr. olejem

Pri potrisnéni je takeé nutno otrit
mikroskopicky stolek, zde staci Ctverecek
bunicité vaty s benzinem. Necistota Casto

ulpiva pod zarizenim pro uchyceni sklicka
38



Jednoduche
barveni

¢ K jednoduchému barveni muZeme pouzit
kde co, napriklad methylenovou modr

e \/ laboratorni praxi se zpravidla nepouziva,
muzeme ho vSak doporudit napr. pfi
telefonické konzultaci vzdalenému

Klinickému pracovisti

e Fixovany preparat se prelije jednim

barvivem, a po zaschnuti se pozoruje

39



Pohadka (teda, ono to mé i
redlny zaklad ©)

e Byl jednou jeden Dan, a ten se jmenoval
Christian Gram. Barvil si bakterie a byl
nastvany. Obcas nabarvil vzorek od
pacienta, jenze kromé bakterii si obarvil i
epitelie, a to se mu nelibilo. ,,Hnusné
epitelie, zakryvaji mi bakterie!™, nadaval.

e A tak zacal badat. Hledal nejaky postup, pri
kterém by bakterie zUstaly nabarvené, ale
epitelie by barevne nebyly...

Pokracovani na dalsi obrazovce

40



Pokracovani pohadky

e Prisel na to, ze kdyz vzorek obarvi

Krystalovou nebo gencianovou violeti, a

nak vazbu barviva na bunécnou sténu

hosili Lugolovym roztokem, neodbarvi se

nakterie ani alkoholem. Zato epitelie se
odbarvi. ,Hura"“, zakricel, kdyz to zjistil.

e Jenze zahy zjistil, ze s epiteliemi se mu
odbarvi i ¢ast bakterii. ,,Do pr...kynka",
zabrucel, vypil zbytek alkoholu, co mél na

odbarvovani, a svou praci mrstil do kouta...

41



A pohadka konci...

e O néjakych dvacet let pozdeji jisty mlady
badatel nasel v kouté jedne badatelny
zaprasenou praci pana Christiana Grama.

e Jak si to tak procital, pokyvoval hlavou a rikal
i —hm, nebylo to spatné, jen to chtélo néco
pridat.

e A tak na zaver procesu Gramova barveni
pridal dobarveni safraninem (nebo Gabbetem
Cili karbolfuchsinem). Sice obarvil na cerveno
nejen odbarvené bakterie, ale i epitelie, ale to
mu vubec nevadilo. Vzdyt 0 prltomnostl
epitelii ve vzorku muze byt uzitecné védét!

e A tak vzniklo Gramovo barveni v dnesni
podobeé. 42



Prof. Hans Christian Gram

Hans Christian Joachim Gram (13. zari
1853 — 14. listopadu 1938) byl dansky
bakteriolog. Gram studoval botaniku na
Kodariské Univerzité a byl botanickym
asistentem zoologa Japeta Steenstrupa.
V roce 1878 zacal studovat medicinu a
promoval 1883. V roce 1884 v Berliné
vyvinul metodu, ktera dnes slouzi

k rozliSeni dvou hlavnich tfid bakterii.
Vroce 1891 se Gram stal prednasejicim
farmakologie, a v témze roce byl
jmenovan profesorem Kodariské
univerzité. V roce 1900 prevzal vedeni
farmakologického Ustavu.

en.wikipedia.org/wiki/Hans_Christian_Gram.
43




Gramovo barveni - princip 1

e Grampozitivni bakterie maji ve svée
stené tlustsi vrstvu peptidoglykanu
mureinu.

— Diky tomu se na né pevngji vaze
krystalova nebo gencianova violet...

—...a po upevneni teto vazby Lugolovym
roztokem...

— ...se neodbarvi ani alkoholem.

» Gramnegativni bakterie se naopak
odbarvi alkoholem a dobarvi se pak na
cerveno safraninem.

44



Gramovo barveni - princip 2

Chemikalie |Grampozitivni |Gramnegativni
Krystal. Obarvi se Obarvi se
violet fialové fialové
Lugoluv Vazba se Upevni se
roztok upevni mene
Alkohol Neodbarvi se |Odbarvi se
Safranin ZUustanou Obarvi se
fialove cervené

Gramem se nebarvici bakterie se neobarvi v prvnim kroku kvUli absenci
bunécné stény (Mycoplasma) nebo proto, ze jejich sténa je vysoce hydrofobni
(Mycobacterium).

Spirochety by se barvily gramnegativng, ale jsou velmi tenké, takze i je Ize také
vlastné povazovat za ,,Gramem se nebarvici* a Gram se v jejich diagnostices
nepouziva.



Vsuvka: Lugoluv roztok je smés I, a KI

Jean Guillaume Auguste Lugol (18. 8. 1786 -
16. 9. 1851) byl francouzsky lekar. Narodil se

v Montaubanu. Studoval medicinu v Parizi a
promoval v roce 1812. Roku 1819 se stal
ordlnarem v Nemocnici svatého Ludvika, kde
pUsobil aZ do duchodu. Zajimal se o tuberkulozu
a mel prednasku na Kralovské akademii véd v
Parizi, kde se zastaval C|steho vzduchu, cvicCeni,
studenych koupeli a 1éku. Publikoval ctyr| knlhy
o tuberkuldoznim onemocnéni a jeho lecbe (1829,
1830, 1831, 1834). Navrhl, ze by se jeho jodovy
roztok mohl pouzivat k lécbé tuberkuldzy. To
tehdy vzbudilo velkou pozornost. I kdyz se
Lugoltv roztok k 1é¢bé& TBC nehodil, byl zato
Plummerem s uspechem pouzit k Iecbe
thyreotoxikozy.

www.jergym.hiedu.cz

http://en.wikipedia.org/wiki/Jean_Guillaume_Auguste_Lugol
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Fbto O Z.

Safranin




Ctyti hlavni skupiny bakterii
podle Gramova barveni
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http://www.billwilcox.net/1011/Ch27prokaryotes/gramnegative_rods.jpg



- bakterii

Smeées G+ a G







Dalsi barvici metody

e Barveni podle Giemsy - spise na
parazity

e Barveni dle Ziehl-Neelsena na
acidorezistentni bakteria

e Barveni pouzder dle Burriho
e Barveni fluorescencnimi barvivy

51



Fluorescencni barveni
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Specialni mikroskopické
techniky

e Mikroskopie v zastinu — pouziva se u
svétlolomnych objektu (napft.
spirochet). Na objekt dopadaji
paprsky zesikma a do oka dopadnou
POUZE ty, které se na ném zlomi
- Anglicky se ji rika ,darkfield microscopy™"

— mikroskopie v temném poli. Pozadi je
tmave, bakterie svéetla

e Mikroskopie ve fazovem kontrastu
vyuziva fazovy posun paprsku 53



Zastinova mikroskopie

54
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