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Zvlastnosti prokaryotické bunky

zivy, otevreny systém schopny regulace a autoreprodukce
« jadro neoddéleno od CPL membranou, véts. kruhova (i linearni) DNA
» haploidni bunky (1 alela) mnozici se nepohlavné

* bez bunéénych organel, jedina membrana je cytoplasmaticka

* ribosomy se liSi od ribosomu eukaryotnich bunék — mensi, volné v CPL
vyjma Archea:

5S, 16S a 23S rRNA
translace zacCina N-formylmethioninem
geny pro RNA bez intronu

specifické struktury a vlastnosti bakt. buriky:

= peptidoglykan (aZ na mykoplasmata) " ?~1;£rﬁiﬁh
f G- |steroly v membranach zcela vyjimegne  ~ 4 #1
= =ew biGik — globul. bilk. flagelin, pohyb rotaci ‘fﬁi'iﬂfu?] e S
+| anaerobiosa, schopnost vazat N pepﬁdoglyka:-- £ v
tvorba kyseliny PHB (zasob.l.) sii g

Vo pokud fotosyntéza - anoxigenni % o




Cytoplazma
— difize nebo rizené reakce?

* Preplnena ale organizovana

e Polarizovana

polarita bunky dana - aktinovymi centry — bakterialni cytoskelet
- umisténim CM receptorii
polarita zabezpecuje

pohyb b. 2 O g
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adhezi b. (receptory, pilli véts. na polech bunky) v .. - @e
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Bakterialni cytoskelet

Bakteridlni burika obsahuje fadu vlaknitych proteint nutnych pro

regulaci tvaru bunky 4+~ /=) -
bunécné déleni a _—
segregaci chromozomt ./ - \ = =

rozdélovani plazmidu

bunééné polarité -
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Bunéecné struktury - cytologie

jejich vztah k fyziologii a taxonomii

e metody vyzkumu
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e Slozky peptidoglykanu (AMK, cukry)

dpdrettdon AL Feterion

napomahaji pri taxonomickych studiich e o .
- slozeni PG, barvitelnost b. stény,
serologie, fagotypizace
e Vyskyt typ.inkluzi — pomoc pri identifikaci

e BicCik —vztah mezi strukturou a mechanismem
otaceni, ktery je ruzny u rtznych druhu!!
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Tetrapeptid ""'1"
L-a D-AMK || o-Glu—sty)

Spojeni: L-E:?E.LL@—D-A'M

rozdil v o-aa  Inter- |- pa
pozici 3 0-a, Pepti- D_,_.E:_,m”?} tetrapeptidu a mistku!!
dovy I Micrococcaceae — az druhové
mustek L} charakteristicka struktura mustku

Streptomycety: 3 pozice
unikatni L-amino DAP kyselina

Sténa spory: jiné a unikatni
slozeni peptidoglykanu!
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Bacteria vs. Archaea !!

Archea —
extremni podminky:

strukturni shody
ale rozdilné chemické slozeni

e -—--rozdilna citlivost na ATB

e PEPTIDOGLYKAN
5 typu bunécné stény

e CM -1 vrstevna
® tRNA archei podobna eukaryotické



= jiné chem.vlastnosti fosfolipidU
(3) retizky isoprenoidd namisto =" ...
(4) vétveni isoprenoidu
NepfFitomnost steroli

ether linkage

branched isoprene chains

‘ P

D-glycerol

unbranched fatty acids
ester linkage

Casto jednovrstevna
glycerolové jednotky na obou koncich MK
tvori 1vrstvu

LepSi prizpUsobeni extrémim
— monolayer rezistentnéjsi k naruseni teplem

isoprene chains
L-glycerol

Suim

cytoplasm
cell membrane
cell wall




Il. Priklady variability struktur
bakterialni bunky

Priklady faktoru ovlivaujicich
morfologii a funkci struktur
bakterialni bunky

In vivo?? In vitro???



Cytoplazma

* Prostorova organizace (vysoky stupen)
- fizeno ATPazami, protonovym gradientem
membrany, aktinovymi vliakny — udéluji polaritu
- maximalni hustota a rychlost a specifita reakci

* Mobilizace cytoplazmy (difuze? X)

— rizeno IR zarenim a generovanim vody exkluzni
zony

« Mikroskopicka struktura - gel




Nukleoid, plazmidy

ATPaza ParA
- aktivni rozdélovani nizkokopiovych plazmidu
- par-geny | ha chromozomul!

- par-geny koduji — centromeru a trans-acting
proteiny a,b

TEM
Nukleoid jako biosenzor — detekce Hg....

HU proteiny — konzervovane; nadsroubovice, 3D,
+ NCRNA — komplex — architektura chromozomu




Biogeneze CM membrany

 Pri kolonizaci u parazitu

* shift

» Cilova Ié€ba: ovlivhéni mechanismu
transportu beta-barelu



1.
Volba spravného typu mikroskopie
pro pozorovani cytologickych a morfologickych
znaku

Mikroskopie — nutno zvoli vhodny typ techniky dle
sledované struktury

pr: EM - 3 typy — mesozomy, nukleoid, cytoskelet

- dehydratace, pokovovani — agregace nukleoidu
— artefakty
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Svételny mikroskop
- Jasné pole




Jasné pole,
1000x

Rastrovaci

elektronova
mikroskopie




Popularita SEM prameni z
moznosti ziskat obrazky povrchii
Sirokého spektra objektu




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




Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

AgNPs

(2) “interaction”

Metoda umozriuje pozorovat detaily bunky a virovych ¢astic.

Ke kontrastnimu znazornéni zvyraznéni struktur se pouziva negativni
barveni solemi téZkych kovu, které nepropustéji elektrony napfiklad
uranyl acetat, molybdenan amonny.




Svételna
Cytologie a morfologie bunky Fazovy kontrast

, Fluorescencni
e PREPARAT Elektronova...

- co chceme videt? — podle toho preparat a typ mikroskopie
tvar bunky — fazovy kontrast, barveny fixovany prep.

a struktur , \ svételna
barvenibunéka-  mikro-

spor za hmaka—‘—gkU ie
bILTAC S
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%ramovo arveni

pohyb bunky — fazovy kontrast, fluorescence
barvené struktury — pomahaji identifikaci (PHB, sira..)
typ bunécné stény — Gramovo a acidorezistentni b.




U jednoho bakterialniho rodu
ruzny vzhled char. tvaru bunky!

o

e Pr: tycky baC| U -Haemophllus

Bacillus
cereus

v”

1. +|Bacillus
. .. |subtilis




Velikost a tvary bakterialni bunky

velky pomér povrch/objem — velka plocha kontaktu burky s prostiedim

e Velikost bakt b. v um

Chlamydia  0,3x0,3
Bdellovibrio 0,8 x0,3
Rickettsia 1x0,3
S.aureus 0,8-1x0,8-1
E. coli 2-3x0,4-0,6
B. subtilis 1,8-4,8 x 0,9-1,1

Streptomyces vlakno x 0,7-
1,6

Chromatium 25x 10
Spirochety 500

e Tvary bakt. bunky
Koky - sférické, oplostélé, lancetovité

- diplokoky, streptokoky, tetrady,
sarciny, stafylokoky

“| Ty€inky — rovné, zakFivené, vétvici se,

palisady pleomorfni
Kokobacily
Pupeny
Prostéky
Spirily
Hvézdice
Mycelia

750 pum - nejvétsSi znama prokaryotni burika,

objevena r.1999: Thiomargarita namibiensis
Nejmensi (napr. néktefri prislusnici rodu Mycoplasma) méri 100 az 200 nm
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Gram-positive cocci in grapelike
clusters (staphylocococi)

. Gram-paositive cocci in chains

[streptococci)

. Gram-positive cocci with capsules

[pneumococd)

. Gram-paositive, clubshaped,

pleomorphic rods (conynebacteria)

. Gram-negative rods with pointed

ends (fusobacteria)

. Gram-negative curved rods

(here commashaped vibrios)
Gram-negative diplococci, adjacent
sides flattened (neisseria)

. Gram-negative straight rods with

rounded ends (coli bacteria)

. Spiral rods (spirila) and Gram-negative

curved rods (Helicobocter)

10. Peritrichous flagellation

1. Lophotrichous flagellation
12. Monotrichous flagellation
13. Formation of endospores

[sporulation) in cells of the

genera Bacillus and

Opstridium (spore stain)

a) Central spore, vegetative
cell shows no swelling

b} Terminal spore, vegetative
cell shows no swelling

¢} Terminal spore (*tennis
racquet”)

d) Central spore, vegetative
cell shows swelling

e) Terminal spore
(*drumstick™)

14. Free spores (spore stain)




M OrfOIOgie tgj?ﬁkza_’ char.shluk 6
e Bunky

e Charakteristickych shlukt bunék :
e Bunécnych dtvaru (spory,

konidie, sporangia, pouzdra..)

e Bakterialni kolonie

Vétsinou druhove charakteristické

= identifikacni znak

Pozor na: fazi ristového cyklu!
endospory vyklenujici bunku
stari kultury Clostridium

pleomorfni buriky b"tuliy\

endospora




Morfologie pleomorfnich bunék.
\ » Dalsi potiz:

- Jsou barvitelné Gramem?
Haemophilus — ano Bez b .

Mykobakteria. mykoplazmata - nikoli
Mykoloveé kys

Pleomorfni bunky

M tuberculos:s ~

a -l
. - A |
u.l h"lu. - -

Pleomorfni bunky rodu
Corynebacterium .’

Acidorezistentni bunky:
Odmitaji Gramovo barveni Mycobacterium avium-intracellulare
Odmitaji se po nabarveni odbarvit ethanolemAcidorezistentni barveni bunék

i kyselinou. Pr: Nocardia... histologického fezu lymfatické uzliny




Je neznamy Fixov.prep. |
bt R vzorek nebarvitelny Gramem >
Y|
p
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sormeysan G T viibec " £ Ty
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barvitelny k. oy o
Gramem? %‘ =09
<=* | Neni gramlabilni? .

,e g? ab ? Mycobacterium tuberculosis
Faze tyCka — kok? |zeihi-Neelsonovo barveni (¢ervend)

after mordant, iodine

after decolarizer, alcohol ,.
or acetonefalcohol

after counterstain, safrinin

Cil
mikroskopie?
Typ preparatu

Typ mikroskopie
(typ b. stény,
prukaz struktur,
rustového cyklu)

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



http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Mycobacterium_tuberculosis&action=edit&redlink=1




Cytologické a morfologické promeény
/ Struktury a jejich konformace zavisi.......

pri déleni bunky

v
vstup paraziticke, patogenni faze do bunky

(pf: remodelace protein listerii)



Od jakych procesu se odviji cytologie a
morfologie bakterialnich bunek?

Prosté binarni déleni
anebo
pritomnost rustovych cykla?



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

1) Prochazi sledovany druh ristovym cyklem?
- v kazdém z nich ma pak bunka jinou cytologii a morfologii

Pf: Chlamydia, Bdellovibrio, Streptomyces, Caulobacter,
myxobakterie....

Meéni se nejen vzhled bunky,

ale bunka v cyklech prochazi —

. v . v 7 "_‘ Pili retraction
typickou zmenou vnitrnich e \»x/\@
struktur. . o &

- _\\H -\-\ 'I-\:I
Flagellar \J /_/-"

rotation o

}/l G2 . \\\/
", 3'

Bunécny cyklus )
Caulobacter crescentus

Flagelum
assembly




Membrane

Inhibition zone
exerted by Min

Inhibition zone
exerted by
nuclecid
occlusion

Replisome —
assembly

vojeni geneticke
informace

Nature Reviews | Microbiology



Flagellum shedding
Pili retraction
Fili N 5
synthesis G) \smlk formation

G1

\
rotation \
S

Nz

Caulobacter




Multiplication of RB
/ 18-24 hr

Extrusion and release
of infectious EB

Condensation RB to EB

Mature inclusion

Chlamydie — retikularni a teliska

Chlamydial complication
Reiter's conjunctivitis



Vampirococcus




THE EPULOPISCIUM
LiFE CYCLE:

offspring



Streptomyces '
Life Cycle
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2) Vytvari posuzovany druh endospory?

- v preparatu pak mohou ménit tvar bunek!

Clostridium difficile

Clostridium tetani

,Vojak umirajici na tetanus”
Sir Charles Bell

lukovité prohnuti zad (opistotonus)
kreCovity vyraz

Original je k vidéni:

Royal College of Surgeons

of Edinburgh, Scotland.




) sPORULATION GERMINATION @

T I o D v @

- u nékterych jeho druht i u jinych rodu navic rizna barvitelnost

Gramem pfi rlzném stari bunék — az gramlabilni
———PFi popisu preparatu nutno uvazovat stari bunék!




Endospory vs. exospory

e G+ bakterie — endospory X I : Sporosarcina
' ..1" -n
Y X YE* ol — balicky 8 bunék

termorezistentni
Bacillus, Clostridium, Sporosarcir=2--

o PO

A LT 2 “‘".'
&9 ¥ .7} fazovy kontrast

Sporolactobacillus, Thermoactinomyces W AT
'. . N /\ 0
. . - N
* G- bakterie — exospory 5/ e Vo
Méné rezistentni, odolné zejm.vuci vysychani R
Azotobacter, Methylosinus ? / 1200y
'5 ¢ ’r'-'t:'}‘
v . . o r' o Io- {
ALE: Pr: Coxiella je G- a tvori endospory! e e =
Azotobacter

e Konidie: Actinobacteria




3) Starnutim meéeni bunky tvar

4) Zavislost tvaru bunky na vnéjsim prostredi
- ziviny, tlak, osmolarita...

5) pleomorfni bunky — pr. rody Mycobacterium,
Corynebacterium, Haemophillus, Mycoplasma

Pleomorfni mykoplazmata:
nejmensi bakterialni vybézky
buriky (0,2 — 0,3 pum); x
bez bunécéné stény! Poté:
NepUsobi betalaktamy
Osmoticky stabilni v host.b.

Copyright & 1001 Dennls Kuskel Mitroscopy, Inc. | Dennis Kimket /

Corynebacterium \ f
Binary Filamentou

Mycoplasma

fission \ pr ocess ?
\‘ﬂ/’i /" [1um velké bunky se v cyklu

stridaji s elementar.télisky




e faze rustového cyklu




Morfologie charakteristickych shluku bunék

e typické shluky napomahaji identifikaci

retizky kokuU: Streptococcus
retizky bacilt: Bacillus

palisady: Corynebacterium
tetrady koku: Micrococcus
balicky = sarciny Sarcina hroznick

Staphylococcus Babillk




Mikrokolonie E. coli vznikajici ze tff matefskych bunék (na agaru)
- charaktenisticky vzhled vznikajicich titvart délicich se bunék u riiz. rodi....




Morfologie bakt. kolonii

e potreba zvazit typ media, ne kterém kolonie hodnotime!

- zda vubec kultivovatelné?? - sledovani typu
kolonii

e stari kultury
Pr: sledovani morfologie kolonii
— univerzalni media, jiny vhled na
selektivnim — zda vubec rust ¢i ne? barevna reakce?)
S-, R- a M-formy
sledovani pohybu terasovité kolonie (Pr: Proteus)




Morfologie bakterialnich kolonii
l. na zakladnich pudach

Nocardia

_
ke




eden druh

bakterie

| ruzna media

. W p.-__ra-'

- b

E.coli na krevnim agaru A AR - E.colima MacConkey agaru

i
L.colil na"€ diu Cysteine Lactose Electrolyte Deficient Agar




Bakterialni kolonie na
lll. selektivnich pudach

Mycobacterium tuberculosis
obohacena a selektivni L6wenstein-Jensen0\1'a

S " |

| +

O157:H7 ID Agar - > i, . <

L L

medium selektivni az na kmen! ?u ;:1
Detekce kmene E. coli 0157:H7 ~ proteus s
proti jinym kmenam E. coli \ By
£ cali 015T:HZ - E

L 4 >

Cltroba cter ﬂ : "'j B




Kontaminmace na misce!




DEkugl za pozornost &



Sylabus cviceni

Mikroskopické a makroskopické znaky; cytologie
1) prace s Cistymi sbirkovymi a smiSenymi kulturami (izolaty) 26.9.v9 h
a) prace s Cistymi sbirkovymi kulturami

- mikroskopické techniky (jasné pole, fazovy kontrast), preparat dle Grama a preparat
nativni, porovnavani kultur, kfizovy roztér, makrofoto, program na analyzu obrazu NIS

b) izolaty - zaockovani vlastni mikroflory
2) Prace se a) smisenymi kulturami — pozorovani mikroflory v preparatu
b) acidorezistentni vs. Gramovo barveni

3) Morfologie sporulujicich bunék (Bacillus; vliv media a délky kultivace), morfologie
bunék vytvarejicich cysty (Azotobacter)

4) Vnitrni a vnéjsi struktury
— inkluze — Bacillus, kvasinka (glykogen, lipidy, ..)

— biciky — makroskopické znaky rastu bic¢ikatych kultury: zalozeni kultivace v
polotekutém mediu (miska i zkumavka) — Proteus, Bacillus, E.coli

5) Priprava sklickovych kultur — skupina Actinomyces
6) Pozorovani sklickovych kultur



BezpecCnost a zasady prace

Plast, prezuvky, skfinky, jidlo, piti

MO - Biohazard group 0

Stoly - pred a po praci Incidur, ethanol

prace prosim o myti rukou;

test uCinnostt myti rukou

Mpyti rukou pred navstévou toalety!!! | -

7/

Po vstupu do laboratore €1 pred zahajenim




MO - Biohazard group 0

Misky s bakterialnimi kmeny otevirat co neyméné

a po praci spravne zavrit

Nemluvit pi1 oCkovani mikroorganismu

Sterilni prace - zZihani klicky v plameni kahanu..

I

A E pripadnﬁ ; !- H—l.:*.—t::—oH
- ’ | ST,
@ el cthanol

Kahan zapnuty jen po dobu prace s nim

30



Popisovani misek: zespodu,

svrchu - dle metody!!

Nevylévat nic do odpadu - stul: odpadni nadobky

Prosime neodnaset kultury!

O naplni cviCeni se informovat predem
Viz Studyni materialy - pfiprava




