Pozorovani bakterialnich

endospor a negativni barveni




Bakteridlni spory

Vegetativni bunka — endospora = odolné klidové
stadium bunky

» Vznikd jen jedna endospora

» Spory jsou odolné k UV a y zd&reni, lyzozymu, vyssim
teplotdm, nedostatku zivin, dezinfekcim

» Specificky peptidoglykan, specifické bilkoviny, snizené
mnozstvi vody, zvyseny obsah vapniku

» Sporulace je priprava bakterie na nepriznivé
podminky, NE ODPOVED na né

» Tvorije prevazné G+ bakterie — Bacillus, Clostridium,
Sporosarcing...

» Vyjimecné G- (Coxiella burnetii)



Bakteridlni spora - stavba

Protoplast (sporoplast) — gelovd matrix, nukleoid,
ribozomy, kalcium dipikolinat, proteiny stabilizujici DNA

Vnitfni membrdna (intina) z lipoproteinu
Vrstva peptidoglykanu — zbytek pUvodni bunécné stény

Kortex — vnitini a zevni, zgijistuje nepropustnost a
odolnost, termorezistenci, tvoren peptidoglykany —
jinymi nez v bunécné stéené

Vneéjsi membrdna (extina)z lipoproteint

Plast - zqjistuje odolnost k chemikdlim a UV

Exosporium — neni u vsech taxonu, zajistuje odolnost
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Sporulace — vznik endospory

Probind i pri dostatku zivin, hlavné v stacionarni fazi
Faze | - Bunika prechdzi z bindrniho k asymetrickému déleni

Faze Il - Chromozom se duplikuje a oddéluje
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Faze Ill - DNA se rozestoupi k pdlUm bunky. Vytvdri se septum, rozdéli buriku na 2 nestejné Cdsti —
presporu a sporangium.

Faze IV - prespora se obali dvéma membrdnami . Tvori se prospora. Neni svétlolomna.

v

» Faze V - tvori se kortex spory s jinym peptidoglykanem. Je pritomen kalcium dipikolindt (kalcium
+ kys. dipikolinovd tvorena materskou burikou). Endospora uz je svétlolomna.

» Fdze VI-syntéza pldsté, u rodu Bacillus vznik& exosporium

» Fdze VIl - Maturace endospory, lyze materské buriky, uvolnéni zralé spory.
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Kliceni spory = germinace

Spora se aktivuje spontadnné, zahratim,
fyzik&Inimi nebo chemickymi faktory,
pritomnosti vody, aminokyselin, vitamind

Kliceni = prijimdni vody, hydrolyza kortexu,
ztrata rezistence

Destabilizuje se pldst, spora prijimda vodu,
ztraci rezistenci, syntetizuje enzymy, spousti
se proteosyntéza, regulacni procesy,
metabolizmus

Po dvou hodindch od germinace se
vznikld vegetativni bunka déli




Bakteridini endospory

Tvar a umisténi spory v bunce napomahd k identifikaci bakterii

Ovalné - Bacillus anthracis, B. cereus, Clostridium botulinum

Kulaté - Clostridium tetani, Bacillus sphearicus
Terminalni - C. tetani
Subtermindini (paracentrdini) - C. botulinum

Centrdlni - B. cereus, B. anthracis

Spory vyklenuji/nevyklenuiji buriku




Bakteridini endospory

Spory jsou velmi odolné, napr. Clostridium botulinum
odold 90 minut pri 100°C (nesporulujici bunky hynou pri
70°C, 30 minut)

» Sporocidni latky — ethylenoxid, betapropionlakton,
koncentrované louhy a kyseliny, formaldehyd, Persteril
(kys. peroctovd), jodovée prepardty, chloramin

» Spory Bacillus anthracis — antrax, bioterorizmus
» Bilkovina ze spor Bacillus thuringiensis — biopesticidy

» Modifikované spory Bacillus subtilis - vehikula vakein



Bakteridini pouzdro

» Polysacharidové Ci bilkovinové pouzdro lemuje bakteridini bunku, chrani ji proti vysychdni,
jedum, imunitnimu systému

» Adherence, biofilm, rezistence k antibiotikUm, faktor virulence

» Bakterie tvorici pouzdra tvori slizové, mukozni, klickou tahavé kolonie, které zndzornime
negativnim barvenim

» Vysoké mnozstvi sacharidu v médiu podporuje tvorbu pouzdra




Pozorovani spor

Neobarvené spory (nativni prepardt) pozorujeme fazovym (zdrici
spory) nebo Nomarského kontrastem (plasticky povrch)

» Jednoduchym barvenim se barvi jen bunkovd sténa, nevidime
spory, jen vyklenuti bunky

» Endosporu obarvime za horka. Spory Spatné prijimaji barvivo,
proto se obarvi az béhem varu

Negativni barveni

» Obarvi okoli bunék (pozadi, sklicko), ne bunky samotné

» Bunka se nedeformuje barvenim ani fixaci



Pozorované bakterie

Azotobacter
G- tyCka az kok

Tvori pigment, sliz, pouzdra, cysty

Nesymbiotickd fixace dusiku

» Bacillus

» G+ tyCky, sporuluiji, tvori retizky bunék

» Biozbrané az tvorbba anftibiotik




Spory rodu Bacillus

B. Sphaericus B. thuringiensis B. cereus
, L SV ovalné, subtermindlni, nevyklenuji  centrdini, ovalné, nevyklenuji
kulate, ferminadlni, ztlustuji bunku Y J Y J

B. megaterium
Kulaté
Subtermindini
Nevyklenuji

Paenibacillus polymyxa
Velké centrdaini
Vyklenuijici




Proce ve cviceni

Nativni prepardt - fdzovy kontrast Negativnhé barveny prepardat
Obarvi okoli bunék

Nigrosin Kongo cerven

Obrazky — druhd prezentace
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Postup

Nativni preparat — Bacillus — kazdy svUj prepardt

Sklicko protdhnout plamenem, doprostred nanést kapku vody

Ozehnutou klickou vnést do kapky klicku kultury a rozmichat, prikryt krycim sklem
aby tam nebyly bubliny, prebytecnou vodu odsat

Pozorovat do 5 minut fadzovym kontrastem (1000x)

Je vidét tvar a umisténi spor, pohyb

Negativni barveni - nigrosin — Bacillus nebo Azotobacter— kazdy svuj prepardt

Do kapky vody rozmichat vyzihnanou klickou trochu kultury
Pridat kapku nigrosinu

Rozmichat klickou, rozeffit jemnym tahem druhého sklicka (pod 45° uhlem) a
nechat zaschnout bez oplachovani

Pozorovat s imerzi v jasném poli (1000x)

Je vidét presnd velkost a tvar bunky




Postup — barveni pouzder

» Barveni pouzder - Kongo ¢erveni — Azotobacter — ve dvojici

» Do kapky Kongo cervené nanést kulturu a rozeftrit po sklicku

» Nechat zaschnout, na nékolik sekund prevrstvit HCI, tu nasledné slit, neoplachovat, pouze dosusit
prepardt filtracnim papirem

» Na 3 minuty prevrstvit metylenovou modfri, opldchnout, ususit
» Pozorovatsimerzi v jasném poli (1000x)
» Vidime modré bunky, svétld pouzdra a modré pozadi

» Barveni pouzder - nigrosinem, dobarveni modri — Azoftobacter - ve dvojici

> Kopkho vony + kapka nigrosinu, do toho nanést vyzinanou klickou kulturu a rozettit po sklicku, nechat
zaschnou

» Prevrstvit na 3 minuty metylenovou modiri, opldchnout, osusit
» Pozorovat simerziv jasném poli (1000x)
» Vidime modré bunky obklopeny svetlymi pouzdry, pozadi tmavé




