Cytologie a morfologie bakterii
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Charakteristickych shlukt bunék
Bunécnych utvard (spory,
konidie, sporangia, pouzdra...)

Bakterialni kolonie

Pozor na:

stari kultury a
pleomorfni bunky
bunka char.shluk
sporangium

spory

Vétsinou druhové charakteristické

= identifikacni znak

Morfologie




* ruzné velikosti a tvary bakterialni buriky
* velky pomér povrch/objem
* velka plocha kontaktu bunky s prostredim

Velikost bakt b. v um * Tvary bakt. bunky
Chlamydia 0,3 x 0,3  Koky - sférické, oplostélé, lancetovité
Bdellovibrio 0,8 x 0,3 « -diplokoky, streptokoky, tetrady,

Rickettsia 1 x 0,3

e sarciny, stafylokok
S. aureus 0,8-1 x 0,8-1 y, staty y

E. coli 2-3 x 0,4-0,6 * Tyc€inky — rovné, zakfivené, vétvici se,
B. subtilis 1,8-4,8 x 0,9-1,1 *  palisady pleomorfni

Streptomyces vlakno x 0,7-1,6  Kokobacily

Chromatium 25 x 10 «  Pupeny

Spirochety 500
Mycoplasma 0,1-0,3 pm

*  Prostéky
 Spirily
 Hvézdice, Mycelia
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Cell from a string of Thiomargsarita namibiznsis. The & .

inzet demonstrates the outer cell wall, the thin layer of %
cytoplasm lining it, and the large liquid vacuele within the cell. -
Image from Voods Hole Oceanographic Institution. &



Koky Ostatni
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Morfologie charakteristickych shlukti bunék

typické shluky napomahaiji identifikaci

* retizky koku: Streptococcus

* retizky bacilu: Bacillus

* palisady: Corynebacterium

» tetrady kok(: Micrococcus

e balicky = sarciny: Methanosarcina

* hroznicky

* Staphylococcus
* Streptococcus

Corynebacterium dphitheriac Micro coccus

Staphylococcus Methanosarcina
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Mikrokolonie E. coli vznikajici ze tfi materskych bunék (na agaru)
- charakteristicky vzhled vznikajicich Utvar( délicich se bunék u rdz. rodu....



Morfologie bakt. kolonii

* potreba zvazit typ media, ne kterém kolonie hodnotime!
* kultivace - zda vibec kultivovatelné?? - sledovani typu kolonii
e stari kultury

Pr: sledovani morfologie kolonii

* univerzalni media, jiny vzhled na selektivnim — zda vibec rUst ¢i ne? barevna reakce?
 S-(hladkd), R-(drsnd) a M-(mazlava) formy

* sledovani pohybu terasovité kolonie (Pt: Proteus)




Bakterialni
kolonie na
béznych mediich

Serratia marcescens



Bakterialni kolonie na diagnost. plidach

Jeden druh bakterie a riznd media...(E. coli)



Kontaminace na misce!

©




Morfologie pleomorfnich bunék

Dalsi potiz: -

i

N A
Pleo'h'norfnl' buriky rodu \“1
 Haemophilus —ano ‘Corynebacterium

i
L

* Jsou barvitelné Gramem?

* NE mykobakteria (obs. mykolové kyseliny)

* NE mykoplazmata (bez bun.stény)

Acidorezistentni bunky:

e odmitaji Gramovo barveni

* odmitaji se po nabarveni odbarvit ethanolem
i kyselinou

Pr: Nocardia...

Mycobacterium avium-intracellulare
Acidorezistentni barveni bunék
histologického rezu lymfatické uzliny



Cil mikroskopie?

Typ preparatu
Typ mikroskopie (typ b. stény, prikaz struktur, rtistového cyklu)

Zivy (nativni) preparat bez fixace— vidime nedeformovany tvar buriky, spory, morfologii
seskupeni bunék, pohyb bunék




Je neznamy vzorek barvitelny Gramem?

before staining

after primary stain,
crystal violet

after mordant, iodine

after decolorizer, alcohol
or acetonefalcohol

after counterstain, safnnin

Neni gramlabilni?
Faze tycka — kok?




Fluorescencni mikroskopie




Volba spravného typu mikroskopie pro pozorovani
cytologickych a morfologickych znakd
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Svételny mikroskop (1000x) vs. Elektronovy (100 000x)
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Rastrovaci elektronova mikroskopie
(skenovaci, radkovaci, Scanning Electron Microscope - SEM

* Popularita SEM prameni z moznosti ziskat obrazky povrch( Sirokého spektra
objekt(
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SEMHV:3.0kV  WD:336mm || ||| || MIRA3 TESCAN
View field: 280 pym  Det: In-Beam SE 5 pm
SEM MAG: 24.7 kx Bl: 7.13 Performance in nanospace




n 4.24 pym 1.37 mm

30 pA Axial (SE) UH-RESOLUTION

HighVac TESCAN CLARA
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Skenovaci tunelova elektronova mikroskopie
(scanning tuneling electron microscopy, STM)

* vyuziva k zobrazovani pohyblivého svazku elektrond
» prevazné k topografické analyze rliznych materiadlt — 3D

tunneling
electrons




Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

umoznuje pozorovat detaily bunky a
virovych castic

ke kontrastnimu znazornéni zvyraznéni
struktur se pouZziva negativni barveni

(1} “attach to surface” .
(b)

soli tézkych kov(, které nepropustéji . |
elektrony e ——

Print Mag: 31200x @ 51 mm 500 nm Print Mag: 24100x @ 51 mm 500 nm

30 min ?

napr. uranyl acetat, molybdenan amonny ’

Ag NPs
(2) “interaction” A : ! '
g ™ ‘ (d)

YOl = Ag.007 vol - Lg_ﬂl]ql
Print Mag: 31200x @ 51 mm 500 nm Print Mag: J1200x @ 51 sm 500 nm




Cytologie a morfologie bunky

PREPARAT pro svételnou mikroskopii
e co chceme vidét? podle toho pfiprava preparatu

tvar bunky a struktur — fazovy kontrast, barveny fixovany prep.
pohyb bunky — fazovy kontrast, fluorescence

barvené struktury — pomahaji identifikaci (PHB, sira..)
typ bunécné stény — Gramovo a acidorezistentni b.

nativni
preparat P s
%
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Gramovo barveni



U jednoho bakteridlniho rodu rtizny vzhled char. tvaru bunky!

Pr: tycky bacil(l
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Bakterialni prokaryoticka bunka - stuktura

* velmi malo vnitfnich struktur
* vétSina déji na CM membrané
* obvykle samostatné bunky

Capsule
Cell wall
Plasma membrane

Cytoplasm

Ribosomes
Plasmid

Bacterial Flagellum
Nucleoid (circular DNA)



Zvlastnosti prokaryotické bunky

Filament

*  Zivy, otevieny systém schopny regulace a autoreprodukce

* jadro neoddéleno od CPL membranou
* vets. kruhova (i linearni) DNA, bez intront
* haploidni bunky (1 alela)

* bez bunécénych organel, jedina membrana je cytoplasmaticka

* ribosomy se liSi od ribosomU eukaryotnich bunék — mensi, volné v CPL
* 16S rRNA (mala podjednotka), 55 rRNA a 23S rRNA (velka p.)

* translace zacCina N-formylmethioninem

specifické struktury a vlastnosti bakt. buriky:

« peptidoglykan (az na mykoplasmata) bakter. ribozom
* steroly v membranach zcela vyjimecné

* bicik — globul. bilk. flagelin, pohyb rotaci 1 . - JB=— p o _ .
g i !-I1 .lli -=I.a I:Ii : i:;-::.,:'l I.:I.i
=) P e 1
P 4 __.h" ] 3 =
Frdd AT

ol B | | 1

Ecoli 1979 | S. aureus



Bunécna sténa

* tvorena peptidoglykanem (bakterie)

G- G+
meso-diaminopimelova kys. L-lysin

b Lys-type petidoglycan

OH OH

Oligopeptide
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Sténa spory: jiné a unikatni slozeni peptidoglykanu!



Cytoplazmaticka membrana

semipermeabilni obal ohranicujici vnitrek bunky od vnéjSiho prostredi
kontrolujici pohyb latek do buriky a ven z bunky

selektivné permeabilni pro ionty a organické molekuly

chrani bunku pred vnéjsSimi vlivy

z lipidové dvouvrstvy s vmezerenymi molekulami bilkovin

bunécéna adheze, vymeéna iontl a bunécéna signalizace

cilova struktura pro nékolik extrabunécnych struktur (bunécné stény, glykokalyxu a vnitfniho
bunécéného cytoskeletu)

,model tekuté mozaiky“ tvoreny tekutou fazi lipidl je prostoupen globularnimi
proteiny, které jsou jednak periferni (umisténé na povrchu membrany)
tak i tzv. integralni, prostupujici celou membranu

hydrofobni (nepolarni)
konec fosfolipidu

vnéjsi povrch hydrofilni (polarni)
i —_— hfawcifa fosfolipidu

cukri 4 . /
{ g
PO ase. fes®

inner layer protein

phosphaiipid %:—“}— water-soluble glycerol

molecule and phosphate portion cholesterol

vnitfni proteiny wvnéjsi protein
—— water-insoluble fatty acid portion

vnitini povrch



Bicik

Rozdil mezi G+ a G

Flagellum Flagellum
Gram- Filament
negative Gram- Filament
Hook positive
Basal bod
Cell wall L EESY

: Hook
Peptidoglycan Cell wall
Outer . ,Basal bod
membrane \ [ ¥ y

Peptidoglycan

Wﬁdl’u l _T_‘- £ dom
dS 45 W
(a) Parts and attachment of a flagellum of a (b) Parts and atlachment of a flagellum of a
gram-negative bacterium gram-positive bacterium

Copyright £ 2010 Paarson Education, Inc.




Bakterialni biCik

Cell wall

I & ~ Cell

Outer membrane  Peptidoglycan membrﬁ”e%:
: - ]

(a)

Outer rings Rod Inner rings

X J
L

Basal body




Usporadani biciku: taxonomicky znak

\‘/\_/‘C) Monatrichous

Amphitrichous

Paritrichous

Vibro choferae

Bartonella bacilliformis

Spirfium sarpans

Ezcharichia coli



Cytoplazma

Organizovana
Difuze Ci fizené mechanizmy
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Weng and Xiao; 2014



Bakterialni cytoskelet

Bakterialni burika obsahuje fadu vlaknitych proteind nutnych pro:

regulaci tvaru bunky
bunécné déleni
segregaci chromozomu
rozdélovani plazmidi
bunécné polarité

jsou analogické vsem trem cytoskeletarnim
strukturam eukaryotni bunky

3D strukturou a biochemickymi vlastnostmi
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Bakterialni bunka je polarizovana

Figure 4.

) Polarization during sporulation. (Ato C) The origin regions (blue)
of the two chromosomes (green) localize to extreme opposite
poles while the medial Z ring (red) is redeployed into two polar
rings via a helical intermediate. (D) One of the polar Z rings is
converted into a polar septum (gray), creating forespore and
mother cell compartments and trapping the origin-proximal
region of a chromosome in the forespore. The remainder of the
chromosome is pumped across the septum. (E and F). The
£ 0.« ) septal membranes migrate around the forespore, engulfing it
within the mother cell.
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Bacteria vs. Archaea

Archea —jen extrémni podminky?
JiZz neplati.....

 pseudopeptidoglykan
* cytoplasm. membrana — 1 vrstevna

* strukturni shody, ale rozdilné chemické slozeni
e rozdilna citlivost na ATB
 tRNA archei podobna eukaryotické

Morning Glory, Yellowstone



Phylogenetic tree based on Woese et al. rRNA analysis in 1990 [¢]

Cyanobacteria
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Aguifex

Phylogenetic Tree of Life
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Cytoplazmaticka membrana archei

Sulfolipidy, glykolipidy, nepolarni isoprenoidni lipidy, fosfolipidy, vétvené lipidy, mnoho proteinG v

membrané

FOSFOLIPID:

(1) chiralita glycerolu (L-glycerol; dano enzymy)
(2) etherové vazby - glyceroldiether, tetraether
= jiné chem.vlastnosti fosfolipid(l

(3) retizky isoprenoidi namisto MK

(4) vétveni isoprenoidu

Nepritomnost steroli

Casto jednovrstevna

glycerolové jednotky na obou koncich MK
tvori lvrstvu

Lepsi prizplisobeni extrémim
monolayer rezistentnéjsi k naruseni teplem

L-glycerol
Archaea ‘L

Isoprenoid tails Ether linkage

T

Phosphate
head

Fatty acid tails

Ester linkage T

Bacteria & Eukaryotes
D-glycerol

isoprene chains
L-glycerol

phosphate

_Eprl-ll
cytoplasm
cell membrane
cell wall



Bunécna stadia

Cytologické a morfologické promény
Struktury a jejich konformace zavisi.......
déleni bunky

vstup parazitické, patogenni faze do burky
(pr: remodelace proteinu listerii)

Od jakych procesu se odviji cytologie a morfologie bakterialnich bunék?

Prosté binarni déleni anebo pritomnost rtstovych cykl(?



Binarni déleni bakterialnich bunék

oriC
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e . 1 Inhibition zone
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r C < . HFtsZ
usion ~ DNA

Funkce bakterialniho cytoskeletu

(prepazka, pohyb struktur) b
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Zdvojeni genetické informace

MNature Reviews | Microbiology



1)

Posuzujeme-li vzhled bunky kmene
urcitého bakterialniho druhu, je treba si uvédomit:

Prochazi sledovany druh rlstovym cyklem?

v kazdém z nich ma pak burika jinou cytologii a morfologii

Pr: Chlamydia, Bdellovibrio, Streptomyces, Caulobacter,myxobakterie....
meéni se nejen vzhled bunky

ale bunka v cyklech prochazi typickou zménou vnitrnich struktur

tzv. bunécny cyklus




V4

Jiné zivotni cykly nez binarni déleni
Stridani prisedlého a voIneho stadia

Flagellum shedding
Pili retraction

Pili

synthesis \ Stalk formation

Flagellar \
rotation
G2 \4

\Cell division

Substratum

Sheath
Flagellum surrounding
aﬂ-ﬂﬂmhly Free-swimming ftle::'nenl of
cells

swarmer cell
released from
filament

Caulobacter

Figure 7.7 The sheathed bacteria. The life cycle of Sphaerotilus. Free-swimming swarmer
cells settle on an appropriate substratum and give rise to long filaments contained within a
sheath. New locations become colonised when flagellated cells are released into the water
to complete the cycle



Jiné zZivotni cykly nez binarni déleni

Stridani infekéniho a reprodukéniho stadia

Chlamydie
8 hr
2hr
— ®
13 hr
Eg Phagosome fusion  Reorganization EB to FI

Attachment and Ingestion

Extrusion and release

of infectious EB Condensation RB to EB

Mature inclusion

Elementarni télisko je metabolicky inaktivni, neni schopno se délit.
Retikularni télisko je metabolicky aktivni se schopnosti se délit. Do

amydia

E Chl

bunky hostitele vnika infekéni elementarni télisko procesem, ktery

se podoba endocytodze.

Chlamydial complication
Reiter's conjunctivitis



i Hunter 2007
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Vegetative Mycelium



Bdelllovibrio
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Myxobakterie
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2) Vytvari posuzovany druh endospory?
e v preparatu pak mohou ménit tvar bunék!

Bacillus anthracis

Bacillus
anthracis rods




3) Starnutim méni bunky tvar

4) Zavislost tvaru bunky na vnéjsim prostredi
Curr Opin Microbiol. Author manuscript; available in PMC 2008 Dec 1.

* - 2IViny’ tlak’ OsmOIarita Publizhed in final edited form as:

Curr Opin Microbiol. 2007 Dec; 10(8): S88-800.
Published online 2007 Nov 5. doi: 10.1016/.mib.2007.09.00%

Bacterial morphology: Why have different shapes?

Kevin D. Young

High Low High Low High Low High Low nglq

Nutrient availability I - | = | | |
Predation pressure | el |l | il -l

Shape adaptation L = L b O
possibilities | e —: Ui — & e so— i ——:

Example of simple shape adaptations triggered by selective pressures. The upper two rows of “slider bars™ represent: 1) the quantity of
available nutrients (from Low to High), and 2) the numbers of nearby predators (from Low to High). As these two environmental conditions
change, bacteria may respond with morphological adaptations, two of which are illustrated beneath the sliders. As described in the text, one
cell (dark blue) elongates or becomes smaller, while the other (light blue) modifies the length of its prostheca. Intermediate conditions may

evoke intermediate responses.

5) Pleomorfni burky
* pt. rody Mycobacterium, Corynebacterium, Haemophillus, Mycoplasma



Sylabus cviceni jaro 2020
* samostudium!

* testy - odpovédniky

blokova vyuka na konci semestru:

* Gramovo barveni, negativni barveni, nativni
* preparat

e struktury bunky

* pohyb bunék

* acidorezistentni barveni

* zaockovani sklickovych kultur; flourescence

e pozorovani sklickovych kultur



