Rustové cykly bakterii

Jednoduché — stiidaji se dv¢ stadia
» Rostouci aklidové
* Ptisedlé a volné
* Infek¢ni a reprodukéni
Komplexni — s vice jak dvéma vyvojovymi stadii
= Myxobakterie
= Streptomycety
Ristové cykly vedouci ke vzniku diferencovanych populaci
= Sinice-Anabaena

Bunécéné formy:

Vegetativni — rst a binarni déleni (formovani mezozomu, septa). Bunécny cyklus
trva primérné 20 minut, ale podle podminek riistu se mize svou délkou lisit (10 minut u rodu
Beneckea a vice nez 24 hodin u Mycobacterium leprae. Je tieba mit na paméti, ze d€leni in
vitro je krat$i nez procesy in vivo.

DNA translokaza FtsK (tfi domény o, B a y) umisténa v septu koordinuje segregaci
chromozomu s bunéénym délenim. Rychla translokace DNA pomoci FtsK je fizena motivy

8bp (KOPS).

Spici formy: nedéli se

Struktury dovolujici pfeziti za neptiznivych podminek:

7/
X4

53

7/

RS

X/
£ %4

7/
X

*,

(endo)spory — pi1 hladovéni na zdroje uhliku a dusiku.

Cysty — (napft. u rodit Azotobacter, Myxococcus, Sporocytophaga), kdy je cela
buiika obklopena protektivni vrstvou. Vznikaji ukladdnim vrstev nad bunécnou
sténu. Jsou odolné proti dehydrataci, ne vSak proti horku. Jsou ¢asto pfitomny
u procest fixace dusiku a pii ochrané bunky.

Exospory (Metylosinus and Rhodomicrobium)- termostabilni

Konidie — termosenzitivni asexualni reprodukcni struktury produkované
riznymi rody aktinomycet

‘J ednoduché ristové cykly‘

Vegetativni a klidové stadium — tvorba spor
* G+ bakterie-endospory

Termorezistentni
Bacillus, Clostridium, Sporosarcina, Sporolactobacillus, Thermoactinomyces

= G-bakterie- exospory

Odolné predevsim viici vysychani, fyzikalnimu poskozeni a zménam
Rezistence zdaleka nedosahuje rezistence endospor
Azotobacter, Methylosinus

= Chlamydie

Elementarni téliska-mala, rezistentni, nerostouci
Retikularni téliska- vegetativni - rist a rozmnozovani




| Endospora, sporulace

je dormantni (,,spici®), odolna, nereproduktivni struktura tvofend malym
po¢tem prevazné G+ bakterii rodi Bacillus (aerobni tyCky), Clostridum,
Thermoactinomyces a Desulfotomaculum (anaerobni tyCky), Sporosarcina (aerobni koky),
Sporolactobacillus, Oscillospira, Thermoactinomyces, ale také n¢kterymi G - bakteriemi
(Coxiella burnetii). Objevuji se piiblizné 6 — 8 hodin po ukonceni logaritmické faze ristu.

Rozdilny je vznik spor napf. rodu Streptomyces — vznikaji pfeménou zvlastnich
vicejadernych vldken — nejsou tedy endosporami.
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« | Clostridium difficile

endospor

Vyznam a odolnost spor

Pro bakterii pfedstavuje spora moznost preCkat podminky nevhodné pro Zivot i po
tisice let, jsou také prostfedkem S$ifeni bakterii i na zna¢né vzdalenosti a v rizném prostiedi.
Tvorba spory neni odpovédi na prostiedi, ale ptipravou na nepfiznivé podminky.
Makromolekuly ve spofe jsou stabilizovany pfitomnosti specifickych bilkovin, dale ztratou
vody a jeji ndhradou vapnikem.

Jsou odolné k plisobeni UV zéfeni, zafeni vy, k vysouSeni, lysozymu, teplotnim zménam,
nedostatku Zivin a pisobeni mnoha dezinfek¢nich prostiedkl. V ethanolu mohou piezivat
nékolik mésict.

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

VétSinou je nalézame ve vodé a pude, kde mohou prezivat az po extrémné dlouhd casova
obdobi (1 milion let).

Medicinsky vyznamné jsou spory rodii Bacillus a Clostridium.

RS

% Clostridium botulinum: sporulujici bunky odolavaji 2-6 hodin teploté 100 °C
oproti nesporulujicim, které hynou po 30' pti 70 °C! Spory jsou inaktivovany
po 20' pii 121 °C vodni pary pii 2atm (0,2Mpa) a po 90" - 180" pii 160 - 200
°C suchého tepla, vysoce termorezistentni, pfeziji az pétihodinovy var.
Clostridium tetani — tetanus. Ke zniCeni spor nutno piisobit 100°C po 90 minut.
Bacillus anthracis — biologické zbran, anthrax

biopesticidy - Bt toxin transgen -Bacillus thuringiensis var.israelensis
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Morfologie
Mikroskopie: vysoce svétlolomné utvary nepftijimajici Gramovo barvivo.
Twvar, velikost a uloZzeni — charakteristicky znak pro identifikaci.



Ovalné - Bacillus anthracis, B. cereus, Clostridium botulinum

Kulaté — Clostridium tetani, B. sphaericus

Cylindrické, elipsoidni.

Velikost — v§imame si, zda a ve kterém misté spora vyklenuje buitku. Zda je primér spory
vétsi, nez tloustka vegetativni bunky (rozSiteni: C. botulinum, C. tetani, Bacillus
stearothermophilus; mirné rozsiteni: C. histolyticum a C. novyi). U nékterych druhli spora
buniku nezdutuje: B. anthracis, B. cereus.

UloZeni v buiice: termindlni = na konci ty€inky (C. tetani jakoby palicky, proto byl diivejsi

nazev ,,Plectridium tetani®, pléctron = fec. kladivo),
B. stearotermophilus

centralni (C. histolyticum, C. novyi, C. septicum, B. anthracis, B. cereus)
subtermindlni = paracentralné = mezi sttedem a polem bunky, vétSinou.
(C. botulinum, C. sporogenes, B. brevis)

Barveni

Spory vykazuji acidorezistenci.
Obdobné postupu barveni acidorezistentnich ty¢inek (barveni za horka). Poté vzdoruji

odbarvovani 1 roztokem HCl+ethanol.

|Sp0rulaci nazyvame proces vzniku (endo)spory.‘
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Ke studiu sporulace je pouzivano bakteriii rodu Bacillus, hlavné B. subtillis

Béhem sporulace B. subtillis mizeme rozlisit 7 fazi (I —VII), jez lze charakterizovat
morfologicky a na molekularné biologické urovni. Za proces vzniku endospory
zodpovida 7 — 8 gend.

Proces zac¢ina ve fazi G1, v pribéhu vzniku ptepazky (ne konci G1) je jz jasné, zda
vznikne vegetativni buiika nebo spora

Sporulace muze byt i pii max.poctu zivin, ale hlavné ve staciondrni fazi

Burika pfechazi od binarniho déleni ku sporulaci

V misté prepazky dvojité vchlipeni cytoplazmatické membrany

Prospora se utvafi v tzv. sporogenni zoné. Primarné se piepisuji geny, které pfipravi
prostor pro sporu, zvySuje se kvantum volutinu (= prvni znamka sporulace). Druhym
signalem sporulace je zvySeni mnozstvi enzymi. Buiika zvySuje spotifebu acetatu,
zvyseni poctu enzymi Krebsova cyklu a hydrolaz

Z biochemického pohledu se na procesu sporulace se podili amyldzy, proteazy,
fosfatdzy, Dnazy.

Sporulaci lze zastavit nadbytkem utilizovatelného cukru. Asporulaéni medium:
s glukozou. Jednou odstartovany proces sporulace jiz nejde zastavit.

Proces tvorby zacind replikaci DNA a rozbalenim bakteridlniho chromozomu do
dlouhého vldkna. Vchlipenim CM se vytvoii septum, které¢ rozd€li bunku na dvé
nestejné ¢asti. Do obou se rozdéli DNA. Mensi ¢ast - prespora — se obaluje septem —
ziska tak dvojitou membranu a ocitd se uvnit buniky. Mezi membréanami vznika tuhy
kortex z peptidoglykanu. Do prespory se vkladd mnoho vépniku a syntetizuje se v ni
kyselina dipikolinova. Kalcium dipikolinat je charakteristickd slozka pouze
v endosporach. Pod kortexem vznikd dal$i vrstva peptidoglykanu, na povrchu celé
spory pak proteinovy obal bohaty na cystein. Svétlolomnost (faizovy a Nomarského
kontrast). Matef'ska buiika se rozpada, uvolnéni spory.




Faze O

o Matefska vegetativni bunka (sporangium) piechazi z binarniho k asymetrickému

déleni.
Fazel
o Tvorba axialnich filament k rozdéleni bakterialniho chromozomu.
Faze 11

o Je ukoncena replikace bunééného genetického materialu, a ten se nasledné
rozestupuje Kk polim buiiky. Kon¢i invaginace cytoplazmatické membrany.
Prestava fungovat DNA spory, Kroky prebird druhy nukleoid. Sporogenni zoéna je
homogc'e.mzovana a zahuSténd. Ma . Stage 0 — st e
Vidy Jjmou hustotu nez Zby1}” e Bacterial Division Septation
obsah burky. ;
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Faze 111
- .. .. . f Germination
o Charakterizuje ji proliferace -~
A , , Stage V
cytoplazmatickeé membrany Fn,‘.'“;],,,n. me
kolem obou vydélenych ¢asti A
buiikky, u spory  dochazi Stage I
, N , . Engulfmen
k zaobaleni dvéma membranami —
intina a extina (vchlipenim “‘“\-‘*l“ SR
. , g, wlother Le
cytoplazmatické), vzniké
prospora.

o Volutinu ubyva

o Hustotou se blizi hustoté spory

o Neni dosud svétlolomna L T

o , Stage V Stage 1V
(refraktllnl), nezobrazi se tedy, Coat Synthesis Cortex Svnthesis
nesviti, pfi mikroskopii ve fazovém kontrastu.
Faze 1V

o Tvoti se Kkortex spory (tvoii jej aktivni chromozom) s peptidoglykanem o sloZeni
lisicim se od peptidoglykanu bunécné stény (viz dale). V momenté vzniku kortezu jiz
dovnitf nepronikne nic nez voda. Pfi vzniku kortexu jiz minimalni obsah volutinu.

o Ve spore obsazena kyselina dipikolinova (syntetizovana matetskou bunkou, transport;
mala molekula; mnozstvi regulovano — mira termorezistence. Kyselina stabilizuje
kvarterni strukturu DNA
ve Vazbéch) a Velké Cellwall  Cytoplasm ) Spore septum begins to isolate newly replicated

. , . . \\ '\“ DNA and a small portion of cytoplasm.
mnoZzstvi Ca lontu (prO Plasina Y / ) Plasma membrane starts to surround DNA,
né neni prlmémi membrane | @ & , cytoplasm, and membrane isolated in step ).
transportnl . SyStem’ Baclerialchrorﬁ:osome (DNA) &
transport antiportem).

o EndOSpora je _]12 {a) Sporulation, the process of endospore formation \
svétlolomn4, se vznikem N i N ITT,
kortexu iz spora Two memtranos-CGR) |
nepropustnd pro barvivo,
obarvitelna az pfi vystupu
par ) Pepti layer forms es.

Faze V 2
o Probihd syntéza plasté - 2 . %) &
,h , d 1V ,h 1 , Vtv {b) An endospore in Bacilius anthracis
VrSteV{le 0, POte a,SVl VO P.VaS <.  Endospore is freed from cell. © fscﬂt:nr:coat /
o Vdobé vzniku plast¢ jiz spora 3
obsahuje minimum vody ) s
o U pr181usn1ku rOdu BaCZZluS Capyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

vznika  exosporium  slozené
z deseti proteintl, polysacharidi a lipida.

o Unikatnost bilkovin plasté: chemotaxonomii



Faze VI

o Maturace endospory a lyza matei'ské buiiky, uvolnéni zralych spor

Faze VII

o Volna zrala spora. Vngjsi architektura, pocet a tvar plastl zavisi na buiice.

Seznam proteini zahrnutych do procesu sporulace lze nalézt na adrese
http://expasy.org/cgi-bin/get-entries?K W=Sporulation.

’J edine¢né a charakteristické struktury spory:’

Kalcium dipikolinat
Proteiny stabilizujici DNA

Kortex

DNA reparacni enzymy v procesu germinace

Germinace

Germinaci rozumime rychly proces kliceni spory. Zac¢ina spontanni aktivaci spory.

Aktivace

destabilizaci plasté — pti pasobeni teploty 70-85 °C po 5 — 10 minutéch,
dalSimi aktivatory jsou malé organické molekuly — malé kyseliny, vitaminy,
zvySeni poctu bazi, L-Ala, Ado a Ino. V laboratofich zahtati v pfitomnosti
vody. Aktivovana spora pifijimd vodu a ztraci rezistenci — bilkovinné
stabilizatory jako vnitini soucasti se za€inaji rozkladat, vzniklé aminokyseliny
slouzi jako stavebni kameny novych proteind.

Nejprve ovlivnéna proteosyntéza (hlavné degradacni enzymy — proto ve spoie
dostatek Mg)

V dobé¢, kdy bunka tvofi energii za¢ina fungovat regulacni aparat chromozomu
(ATP= signal aktivace chromozomu)

Prvni enzymy - glykosiddzy — metabolizovani kortexu, poté extiny
(fosfolipidy+bilkovina+polysacharid)

Lyticky enzym: p68 => p29 (kortikohydrolaza) — depolymerizuje kortex pro néstupny prinik

vody. Po dvou hodinach po germinaci spory nasleduje déleni vegetativni buiiky.
Inhibice kliceni: D-Ala, MgCl,, PMSF

1) terminalni germinace — na krat$im konci spory
2)centralni — v podélné ose spory

|Stavba zralé spéryl

e Jadro — obsahujici sporoplast ¢i protoplast : stroma spory
predstavuje gelovou matrix, tvofenou bakterialnim jadernym
ekvivalentem — nukleoidem, kalcium dipikolinatem (CDPA)
nebo pyridin-2,6-dikarboxylovou kyselinou, jez nahrazuje
vodu pfi udrzovani kvarterni struktury pifi vazbéch,
polyaminy, aminokyseliny a 3-fosfoglycerat; refrak¢éni index

¢ini 1,54.


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

Exoaporium

Kortex RozliSujeme vnitini
kortex (20% kortexu) ¢i sténu
spory a zevni kortex (80 %

kortexu). Zajistuje
nepropustnost (
nebarvitelny!), struktury

s nizkym obsahem vody jsou

barvitelné dle Wirtze.
Refrakéni index kortexu ¢ini
1,47. Kortex je tvofen
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peptidoglykany, le¢ jen 20-30

% peptidoglykanovych jednotek je shodnych s jednotkami v bunécné sténé. Zbylych
50-60 % jednotek predstavuje N-acetylmuramovou kyselinu modifikovanou na N-
acetylmuramyl —laktam, dal$ich 18-20 % kyseliny N-acetylmuramové je spojeno s L-
alaninem namisto tetrapeptidu . Tyto modifikace zajiStuji enzymy: membranoveé
vazand Glu-mesoDmp hydroldza a cytosolova Ac-Ala-Glu-mesoDmp lyaza.
Perikortikalni membrana

Plasté slozené z proteinii bohatych na cystein (a podobnych keratinu), zajiStuji
odolnost spor k pisobeni chemikalii.

vyse zminéné exosporium u rodu Bacillus

onifor D L5,

depletion  of  environmental
energy sources causes a fall in

[GTP]; and accumulation of
L & 1 & ] ppGpp, ppGppp (stringent

Enguifment

Separation
«»

Condensation

septation (D D Outgrowth

Dehydration :

Layering

Rehydration

factors) and ppAppp : such events
cause the chromosome to relax
itself into an axial filament and
duplicate itself, duplicating even
its origin. At this stage some

species produce antibioticsﬂ. All
these modifications are reversible.
Bacterial transcription is
regulated by the alarmone ppGpp,
which binds near the catalytic site
of RNA polymerase (RNAP) and

modulates its activity. DksA protein is a crucial component of ppGpp-dependent
regulation. The 2.0 A resolution structure of Escherichia coli DksA reveals a globular
domain and a coiled coil with 2 highly conserved Asp residues at its tip that is reminiscent
of the transcript cleavage factor GreA. This structural similarity suggests that DksA coiled
coil protrudes into the RNAP secondary channel (the "backdoor of gene expression") to
coordinate a ppGpp bound Mg”" ion with the Asp residues, thereby stabilizing the ppGpp-
RNAP complex. Biochemical analysis demonstrates that DksA affects transcript
elongation, albeit differently from GreA; augments ppGpp effects on initiation; and binds
directly to RNAP, positioning the Asp residues near the active site. Substitution of these
residues eliminates the synergy between DksA and ppGpp. Thus, the secondary channel
emerges as a common regulatory entrance for transcription factors™.


http://focosi.immunesig.org/antimicrobial.html#antibiotics
http://focosi.immunesig.org/antimicrobial.html#antibiotics
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15294156

before the terminus of the chromosome is duplicated, an asymmetric membranaceous sporal
sept irreversibly divides the cell into a major (sporangium) and a minor
(forespore) compartment.

the sporangium endocytes the prespore (then called anterior chamber of the spore), that in
such a way becomes surrounded by 2 bilayers whose inner layers are
facing up. Such a polarity guarantees the deposition of peptidoglycan in the
intermembrane space. DPA is synthetized in the sporangium and actively
imported into the future spore : acting as a buffer, it drives the passive
influx of Ca”". 80 genes (grouped into 4 families : spo, ger, ssp and cof) are
needed for sporulation. Spore specific proteins are synthetized thanks to
specific o subunits in RNA polymerase : * and 6* => 6" in the forespore
& o in the sporangium.
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Clostridium botulinum

e

Figure 13.91. S, ureae. Endospores. Phase contrast (X 2000).
i t Ak N R ke o L7 1

Figure 13.90. S. halophila. Same preparation as in Fig.
marski differential interference contrast (X 2000).



Bacillus sphaericus

Bacillus anthracis

Bacillus cereus



0O.4

Metody pozorovani:
1) po barveni

- malachitovou zeleni - Schaefferova-Fultonova metoda

- Wirtzovo a Conklinovo barveni

- Mbollerova metoda
- Ziehl-Neelsenovym roztokem - karbolfuchsin
2) fazovym kontrastem

Nomarského kontrastem

endospoay meni moiné snadno odbarvit. Mnohé bakterie vylutuji chemikélis, kberé
piilmou kjsjich poviche a vytvaiejl viskomni povlak. Je-li tato struktura clrouhla nebo
ovalnd, pal: se nazyva ponzdro. Je-li nepravideingéhe trarn a volné piipojend k bakteriain
sténé, pak se jednd o slizovon wrshvu. Schopnost vytratet pouzdro je dana gensticky., ale
velikost pouzdra je ovlivnéna mediem. na kterem bakterie roste Velsina pouzder je
trofena polysacharidy, které jsou rozpusing ve vode a nensbité mevazi iontova barviva).
Vetiina barvicich technile vynzivd barvens bakferil a pozadi. pousdro sistiva bezbarve.
Bifiky (flagely) json proteinové strukthiy slonficd k pohybu bakteril Bifiky jsou velmd
kiehké a nejson viditelné pod svételmim milroskopem Filtommost & rozmisténd bicik
jsou dililezite mnaky pro identifikact a kasifikact bakteril. Podle rozousténi rozeznavams
bifiky peritrichalni (viude kolem bakterie) a polamd (na jedné nebo obou stranach buriky).

D. Barveni endospor
a Matfete a fivujte mimmné staré knltury B, subsliz (24 h, 43 hov bujon, starow Il na
agaru).
b. Matér zakayjte malim kouskem filraintho papam (mendi nez podlodnd skla).
. Prevrstviéte malachitovron zeleni (pozor: velmi barvi wiechmno kolem!!!) a umndstéte nad
pam po dobu 10 minut. Fiidavejte barvivo podle potieby. Udrujte vihke.
d. Finzeton odstrante opatmé papir, oplichnéte destilovanon vodo.
& Freloyjte na 30 s vrstvou safraninm (roztok 2.
£ Ciplachnete destlovanou vodou a osuste filtractnim papirem.
& Pozorujte pod midroskopem imermmim objektivem. Spory jsou zharveny zeleng,
ostatnd buneécny obsah dervens.



Zdroje:

http://student.ccbcmd.edu/courses/bio141/lecguide/unitl/prostruct/spore.html

focosi.immunesig.org/physiobacteria.html

http:// www.bgsc.org/cycle.gif

http://www.fao.org/docrep/t0533¢e/T0533E06.¢gif

http://www.biodeug.com/cours/microbio/2015.gif
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