Pozorovani bakteridlnich endospor v_nativnim preparitu
(nefixovany prepariat, fizovy kontrast)
Zvyraznéni buné€k rodu Bacillus negativnim barvenim
(nefixovany preparat, pozorovini v jasném poli)

Cil préace:

Kolik endospor muze byt pfitomno v jedné bakterialni bunce? Pro¢ je jejich barveni
problematické? Co ma barveni spor spoleéného s barvenim acidorezistentnim? Které
bakterialni rody a které struktury budou mikroskopovany? Jakymi typy mikroskopie? Jsou
negativnim barvenim obarveny buniky?

Teoreticka ¢ast:

Jaké bunééné formy v doménach Bacteria a Archaea rozeznavame? Kromé rostoucich
a delicich se }vegetaﬁvnich forem bunék‘ zde nachazime 1 struktury dovolujici pfeziti
nepfiznivych podminek. Jsou to M odolné proti dehydrataci, ne vSak proti horku (napf. u
rodt Azotobacter, Myxococcus, Sporocytophaga, kdy je celd buiitka obklopena protektivni
vrstvou nad bunécnou sténou). Rody Metyvlosinus and Rhodomicrobium vytvati termostabilni
exospory. [Konidiemi] zase nazjvime termosenzitivni asexudlni reprodukéni struktury
produkované riznymi rody aktinomycet. Kone¢né Jsou odolnymi klidovymi stadn
s n€kolika vyjimecnymi charakteristikami:

Oproti doméné Fucaryaje v bufice pfitomna pouze jedna endospora

Peptidoglykan v kortexu spory je zcela jiného charakteru nez peptidoglykan samotné

bunky vytvatejici sporu

¢ Makromolekuly ve spofe jsou stabilizoviny pfitomnosti specifickych bilkovin, daile
ztratou vody a jeji ndhradou vapnikem (pouze zde unikatni kyselina dipikolinova)

% Jsou odolné k piasobeni UV a y zifeni, vysousSeni, lysozymu, teplotnim zménam,

nedostatku zivin a plsobeni mnoha dezinfek¢nich prostfedkti. V' ethanolu mohou

prezivat nékolik mésicu.

Vysoka odolnost napomaha preCkat podminky nevhodné pro Zivot 1 po tisice let (?);

jsou prostiedkem $ifeni bakterii 1 na znacné vzdalenosti a v riizném prostredi. Tvorba

spory vSak neni odpovédi na prostiedi, ale pFipravou na nepiiznivé podminky.
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K ¢emu je barveni endospor uzitecné? Diagnostické Gramovo barveni ur¢i G+ a G- typ
bunééné stény; soub&zné barveni spor u suspektnich sporulujicich druh@i zvyrazni: tvar a




umisténi spory v buiice, coz je dalsim charakteristickym znakem napomdhajicim identifikaci.
Prikladem jsou vzdy ovalné spory Bacillus anthracis, B. cereus, Clostridium botulinum, kulaté
spory Clostridium tetani &1 B. sphaericus, cylindrické ¢1 elipsoidni spory dalSich druhd. U
velikosti spor hodnotime, zda a ve kterém misté vyklenuje buriku.
Ulozeni v bunce: termindlni = na konci ty¢inky (C. tetans jakoby palicky),
B. stearotermophilus
centralni (C. histolyticumn, C. novyi, C. septicum, B. anthracis, B. cereus)
subtermindlni = paracentrilné = mez sttedem a pélem bunky, vétsinou.
(C. botulinum, C. sporogenes, B. brevis)

Endospory jsou vytvafeny malym poctem pievazné G+ bakterii rodi
Bacillus (aerobni tycky), Clostridum, Thermoactinomyces,
Desulfotomaculum  (anaerobni  tyCky), Sporosarcina (aerobni koky),
Sporolactobacillus, Oscillospira, Thermoactinomyces... VyjimeCn¢ vSak
endospory nachazime 1 u nékterych G- bakteni! (Pt: Coxiella burneti,
ptvodce Q-horecky).

Pozorovat neobarvené endospory muZeme fiazovym (zafici spory) a
Nomarského kontrastem (plasticky povrch butiky); jednoduchym barvenim
nevidime spory samotné (obarvime pouze bunéfnou sténu), jen vyklenuti
bunky (zptsobené pfitomnosti spor). Piimo obarvit endosporu ve stadiu
vzniku kortexu je mozné pouze za horka (prospora je v§ak pro barvivo jesté
propustna!).

Mozné umisténi endospory
a ptipadné vyklenuti buniky
jako identifikaéni znak

Strukturalni barveni se pouZiva k identifikaci a studiu bakteridlnich struktur, kupiikladu
endospor, pouzder, biCiku, nkluzi... Bakterialni spory $patné piyimajii barvivo vzhledem
k rigidnimu Spatn€ propustnému obalu, proto se obarvi az béhem varu (steyné jako napf.
acidorezistentni bakterie - Mycobacterium, které bychom Gramovym barvenim neobarvili
vzhledem k obsahu mykolovych kyselin v bunééné sténg). |Negativm’m barvenim| obarvime
okoli bun€k, nikoli buniky samotné. Vyuziva se pro méfeni presné velikosti bakterialni bunky.
Nabarvi se totiz jen pozadi (sklicko), nikoli bunka samotnd. Tim neni velikost burky
deformovana fixaci ani barvivem.
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Materiil a pouZité mikroorganismy:

Bakterialni kmeny: doplmit

podlozni a kryci skla, bakteriologicka klicka
stficka s vodou

filtracni papir

sterilni destilovana voda

nigrosin (negativni barveni)

kahan

pinzeta

mikroskop (Z 1000x)

VVVVVVVYY

Postup:

A. Negativni barveni bunék nigrosinem

NEFIXOVANY PREPARAT

A\

asepticky pfeneseme 1 klicku bakterialnich bunék do malé kapky destilované vody,
vedle se pfida mala kapka nigrosinu

kapky se rozmichaji klickou a rozetfou se jemnym tahem druhého skli¢ka (piilozeného
pod thlem 45° po celé ploCe podlozniho skla), druhé sklicko ozihneme

bez oplachovani se necha zaschnout na vzduchu

dulezité: vytvorit jen tenky film barviva s dostate¢né zfedénymi bunikami.

pozorujeme pod imerzi (Z 1000x)

>
>
>
>

Pozoravini: neobarvené bunky na sedém pozadi

Bacillus cereus CCM 2010
nigrosin

‘Co ovliviluje V}'/sledek:‘ tloustka vrstvy barviva (silny nanos muze po zaschnuti praskat),
koncentrace barviva.




B. — Natvni preparat - fizovy kontrast

e V kapce vody nesuspendujeme klicku bun¢k, prekryjeme krycim sklickem
e Pozorujeme pod fazovym kontrastem objektivem 100x, pod imerzi

Pozorovant:

1) negativni barvent ......pouzité kmeny a vysledek

2) mnativni preparat - fazovy kontrast .... pouZzité¢ kmeny a vysledek
Zavér:

Vyznam barveni spor:
Pouziva se na diferenciaci spor bacill a klostridii 1 na rozliseni askospor kvasinek.

Spory se velmi t€¢Zko barvi 1 po fixaci, nebot’ maji silny, Spatné prostupny obal. Chceme-li spory
obarvit, musime pouzit koncentrovana barviva za tepla nebo rizna mofidla. Takto obarvené
spory se t€Zko odbarvuji kyselinami a jinymi slou¢eninami (napft. alkoholem), ¢ehoz se vyuziva
k diferenciaci spor. Barvitelnost spor ovsem zileZi na jejich vyvojovém stidium, je podminéna
stafim kultury, kvalitou Zivné piidy, individualnimi vlastnostmi mikrobti, a proto nelze barvicich
metod pouzivat schematicky. Barvitelnost spor se také (podobné jako u plisni) zlepsi pouzitim
sporulacnich médii (s pfidavkem manganu).



Barveni spor malachitovou zeleni - Schaefferova-Fultonova metoda

FIXOVANY PREPARAT

Uschly natér buné€k na sklicko fixujeme trojim protazenim v plameni

Prevrstvime malachitovou zeleni, pfekryjeme filtraénim papirem

Zahiivame 5 minut do vystupu par, dopliiyjeme barvivo

Oplachneme vodou

Dobarvime kontrastnim barvivem - safraninem nebo kongo - ¢erveni (pfevrstvenim 30s)
Oplachnout vodou, ususit, pozorujeme pod 1merzi, 7, 1000x

Pozorovini:  Pozorujeme zelené spory uvnitf ¢ervenych bunék a mizeme hodnotit tvar a
umisténi spor uvniti téchto bunék (napomaha identifikaci sporulujicich druht).

Priklad:
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Zajimavosti:
Medicinsky a technologicky vyznamné jsou spory rodt Bacillus a Clostridium.

s Clostridium botulinum: sporulujici buniky odolavaji 2-6 hodin teploté¢ 100 °C
oproti nesporulujicim, které hynou po 30" pt1 70 °C! Spory jsou maktivovany po
20" pt1 121 °C vodni pary pi1 2atm (0,2Mpa) a po 90" - 180" pi1 160 - 200 °C
suchého tepla, vysoce termorezistentni, pfeziji az pétihodinovy var.

¢ Clostridium tetani - tetanus. Ke znieni spor nutno pusobit 100°C po 90 minut.

¢ Bacillus anthracis - biologicka zbraf, anthrax

¢ biopesticidy - Bt toxin = bilkovina spor Bacillus thuringiensis var.israclensis

Sporicidni  latky: ethylenoxid, beta-propionlakton, koncentrované louhy a kyseliny,
formaldehyd pfi prodlouzené expozici, kyselina peroctova - Persteril, jodové preparaty,
chloramin.

Sporulaci nazyvame proces vzniku (endo)spory.

O

Fize O

Faze I1

Ke studiu sporulace je pouzivano bakteriii rodu Bacillus, hlavné B. subtllis

Sporulace probiha 1 pfi dostatku Zivin, hlavné vsak ve stacionarni fazi

Béhem sporulace B. subtllis mizeme rozlisit 7 fazi (I -VII), jez lze charakterizovat
morfologicky a na molekularné biologické turovni. Za proces vzniku endospory
zodpovida 7 - 8 gent.

Proces zaCina ve fazi G1, v_prabéhu vzniku pfepazky (na konci G1) je jiz jasné, zda
vznikne vegetativni butika nebo spora, bunka pfechizi od binarniho déleni ku sporulaci

V mist¢ pfepazky se dvonté vchlipi cvtoplazmatickd membrina

Prospora se utvafi v tzv. sporogenni zon€. Primarné se pfepisuji geny, které pfipravi
prostor pro sporu, zvySuje se kvantum volutinu (= prvni znamka sporulace, zvy§ené
mnozstvi volutinu zjistime jeho nabarvenim). Druhym signilem sporulace je zvySeni
mnozstvi enzymu. Bunika zvySuje spotfebu acetitu, zvyseni poctu enzymi Krebsova
cyklu a hydrolaz

7. biochemického pohledu se na procesu sporulace se podili amylizy, proteazy,
fosfatazy, DNdzy.

Jednou odstartovany proces sporulace iz nejde zastavit.

o Matetfskia vegetativni bunka T
(sporangium) prechazi Normal Growth
z bmarniho
k asymetrickému déleni.
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cytoplazmatické membrany. Prestivi fungovat DNA spory, Kroky piebird druhy
nukleoid. Sporogenni zéna je homogenizovana a zahusténd. Ma vzdy jinou hustotu nez

zbyly obsah burky.

Faze 111

o  Charakterizuje ji proliferace cytoplazmatické membrany kolem obou vydélenych ¢asti
buiiky, u prespory dochizi k zaobaleni dvéma membrinami - intina a extina
(vcehlipenim  cytoplazmatické). Vchlipenim CM se vytvoli septum, které postupné
rozd€li butiku na dvé nestejné ¢asti. Do obou se rozdéli DNA. Do prespory se vklada
mnoho vipniku a syntetizuje se v ni kyselina dipikolinovd, vznika prospora.

o Volutinu ubyva

o  Hustotou se blizi hustoté spory

o Neni dosud svétlolomna (refraktilni), nezobrazi se tedy, nesviti, pfi mikroskopii ve
fazovém kontrastu.

Faze IV

o Tvofi se kortex spory (tvoii jej aktivni chromozom) s peptidoglykanem o sloZeni lisicim
se od peptidoglykanu bunécné stény. V momenté vzniku kortexu jz dovmtf
nepronikne nic nez voda. Pii vzniku kortexu jiZ minimalni obsah volutinu.

o Ve spéfe obsaZena kyselina dipikolinova (syntetizovina matefskou bumikou, transport;
mald molekula; mnozstvi regulovano - mira termorezistence). Kalcium dipikolindt je
charakteristickd slozka pouze v _endosporach. Kyselina stabilizuje kvarterni strukturu
DNA ve vazbich) a velké mnozstvi Ca” iontd (pro né neni primarni transportni
systém, transport antiportem).

o Pod kortexem vznika dalsi vrstva peptidoglykanu, na povrchu celé spory pak protemovy
obal bohaty na cystein. Svétlolomnost (fizovy a Nomarského kontrast).

o Endospora je jiz svétlolomnd, se vznikem kortexu jiz spora nepropustnd pro barvivo,
obarvitelna aZ pfi vystupu par.

Fize V
o Probihi syntéza pla§té - 2 vrstevného, poté dalsiho plaste.
oV dobé¢ vzniku plasté jiz spora obsahuje minimum vody
o U pfislusnikii rodu Bacillus vznika exospormum sloZené z deseti proteinli, polysacharidi a
lipid. Cellwall  Cytoplasm ) Spore septum begins to Isalate newly replicated
o Unikiatnost bilkovin plaste: T ) DNA and a small portion of cytoplasr.
chemotaxonomii e T it
Fize VI Pt oy
o Maturace endospory a lyza Bacterial chromosome (DNA) (72
matefské bufiky, uvolnéni zralych | ) sporutation, the process of endospore formation \
Spor €) Spore septum surrounds isolated portion,
forming forespore.
Fize VII Two membranes 1 (1 &
o Volnd zrald spora.  Vngsi
architektura, pocCet a tvar plastta B Pty I o os.
zavisi na burice. v,
Seznam  proteinit  zahrnutych  do B &
procesu sporulace lze nalézt na adrese | (b Anendospore in Bacillus anthracis
http://expasy.org/cgi-bin/get- O endospore s reearom e, © G o /
entries?KW=Sporulation. ) R %)



http://expasy.org/cgi-bin/get-entries?KW=Sporulation
http://expasy.org/cgi-bin/get-entries?KW=Sporulation

Germinace

Germinaci rozumime rychly proces kliCeni spory. Zacina spontanni aktivaci spory.

Kliceni spory B. cereus

Aktivace

destabilizaci plasté - pfi pusobeni teploty 70-85 °C po 5 - 10 minutich, dal$imi
aktivitory jsou malé organické molekuly - malé kyseliny, vitaminy, zvySeni poctu bazi,
L-Ala, Ado a Ino. V laboratofich zahtati v pfitomnosti vody. Aktivovana spora piyima
vodu a ztrici rezistenci - bilkovinné stabilizitory jako vnitfni soucdsti se zaCinaji
rozkladat, vzniklé aminokyseliny slouzi jako stavebni kameny novych proteint.
Nejprve ovlivnéna proteosyntéza (hlavné degrada¢ni enzymy - proto ve spofe dostatek
Mpg)

dobeg, kdy bufika tvofi energii za¢ind fungovat regula¢ni aparat chromozomu (ATP=
signal aktivace chromozomu)
Prvni  enzymy - glykosidizy - metabolizoviani  kortexu, poté  extiny
(fosfolipidy+bilkovina+polysacharid)

Lyticky enzym: p68 => p29 (kortikohvdroliza) - depolymerizuje kortex pro niastupny prinik vody. Po
dvou hodinich po germinaci spory nasleduje déleni vegetativni burky.

Inhibice kli¢eni: D-Ala, MgCl., PMSF

1) termindlni germinace - na krat$im konci spory
2)centralni - v podélné ose spory

Stavba zralé spéry]

e Jidro - obsahujici sporoplast €1 protoplast : stroma

spory predstavuje gelovou matrix, tvofenou bakterialnim jadernym ekvivalentem - nuklemdem

kalcium dipikolinitem (CDPA)

nebo pyridin-2,6-dikarboxvlovou
Exosparium kyselinou, jez nahrazuje vodu pfi
/ uter udrzovani kvarterni struktury pfi
Middie } vazbich, polyaminy,
i aminokyseliny a 3-fosfoglycerit;
refrakéni index éini 1,54.

GConex o . Sy
e Kortex Rozlisyeme  vnitini
kortex (2096 kortexu) ¢1 sténu
Pr;m:s:m spory a zevni Kkortex (80 %
kortexu). Zajistuje nepropustnost
Profopiast (nebarvitelny!), struktury
membrane s nizkym obsahem vody jsou
barvitelné dle Wirtze. Refrakéni

index kortexu ¢ini 1,47. Kortex je tvofen peptidoglykany, le¢ jen 20-30 % peptidoglykanovych
jednotek je shodnych s jednotkami v bunééné stén€. Zbylych 50-60 % jednotek predstavuje N-
acetylmuramovou kyselinu modifikovanou na N-acetylmuramyl -laktam, dalSich 18-20 %
kyseliny N-acetylmuramové je spojeno s L-alaninem namisto tetrapeptidu . Tyto modifikace



zapistuji enzymy: membranové vizani Glu-mesoDmp hydroliza a cytosolova Ac-Ala-Glu-
mesoDmp lyaza.

¢  Perikortikilni membrana

o Plisté sloZené z proteintt bohatych na cystein (a podobnych Kkeratinu), zajist'uji odolnost spor
k plisobeni chemikalii.

e vySe zminéné exosporium u rodu Bacillus

Mikroskopie nékterych sporulujicich druhii bakterii:

Bacillus cereus

2 2 m Clostridium tetani - paliCky




e

Clostridium botulinum

# TEM, spora Bacillus stearothermophilus

-

Armrows indicate endospores of -
6 Clostridium botulinum (green)

—_—
K. Y

Paenibacillus polymyxa —
ovalné, vyklenujici spory
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In that regard, spores expressing certain enzymes, proteins, or peptides on their surface have been
presented as a stable, simple, and safe new tool for the biospecific recognition of target analytes, the
biocatalytic production of chemicals, and the delivery of biomolecules of pharmaceutical relevance.
This review focuses on the application of spores as a packaging method for whole-cell biosensors,
surface display of recombinant proteins on spores for bioanalytical and biotechnological applications,
and the use of spores as vehicles for vaccines and therapeutic agents.

Spores of the genus Bacillus have been used for a long time as probiotics for oral bacteriotherapy
both in humans and animals.

Recently, genetically modified B. subtilis spores and B. anthracis spores have been used as
indestructible delivery vehicles for vaccine antigens. They were used as vaccine vehicles or spore
vaccine for oral immunization against tetanus and anthrax, and the results were very exciting. Unlike
many second generation vaccine systems currently under development, bacterial spores offer heat
stability and the flexibility for genetic manipulation. At the same time, they can elicit mucosal immune
response by oral and nasal administration. This review focuses on the use of recombinant spores as
vaccine delivery vehicles.

Bacillus subtilis spores displaying the tetanus toxin fragment C (TTFC) antigen were used for oral and
intranasal immunization and were shown to generate mucosal and systemic response

The robustness and long-term storage properties of bacterial spores, coupled with simplified genetic

manipulation and cost-effective manufacturing, make them particularly attractive vehicles for oral and
intranasal vaccination.
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Unlike many second generation vaccine systems currently under development, none offer the heat
stability of bacterial spores or the flexibility for genetic manipulation.

we have developed spores that could be used to vaccinate against Clostridium perfringens alpha toxin
and that could be used to protect against gas gangrene in humans and necrotic enteritis in poultry.
The primary active agent in both cases is alpha toxin. A carboxy-terminal segment of the alpha toxin
gene (cpa) fused to the glutathione-S-transferase (GST) gene was cloned in B. subtilis such that the
encoded GST-Cpa(247-370) polypeptide had been expressed in the following three different ways:
expression in the vegetative cell, expression on the surface of the spore coat
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