Mikrobiologie, rozdéleni, pfehled mikroorganismu, zakladni viastnosti bakterii

Mikrobiologie
—  védni obor, ktery studuje vlastnosti a Zivot mikroorganismu, mikroskopickych hub, virG a
subvirovych patogen( (priony, viroidy), jejich vyznam pro rostliny, Zivocichy a ¢lovéka
Mikroorganismy
— jednobunécéné nebo mnohobunécné organismy viditelné pouze pod mikroskopem (svételny,
elektronovy) — velikost v um
— nejsou schopny tvofit funkéné diferencované tkané nebo pletiva

Rozdéleni mikrobiologie
Obecna mikrobiologie
— obecné zakonitosti Zivotnich projev(l mikrob, jejich tvar, velikost, metabolismus,
rozmnozovani, produkce toxinl, enzym(, taxonomii a genetiku
—  kzéakladnim oborlm patfi: bakteriologie, virologie, mykologie, protozootologie,
(parazitologie)
Aplikovana mikrobiologie
— vlastnosti jednotlivych skupin a ¢innost mikroorganismu v urcité oblasti
— lékarska, veterinarni, potravindrska, zemédeélska mikrobiologie

Vyskyt mikroorganisma
—  soucast vsech ekosystém na Zemi
— voda (i hlubiny mofi, solna jezera, horka zfidla)
— plda
— vzduch
— rostliny
—  ZivoCichové
—  potraviny
—  Clovék

Vyznam mikroorganismu
—  kolobéh prvkil v ptirodé
— ,samocisténi” vodnich tokud a biologické ¢isténi odpadnich vod
—  prUmyslové vyufziti ¢innosti mikroorganismu (kvasny pramysl, mlékarenstvi a masny pramysl,
farmaceuticky pramysl, atd.)
— onemocnéni ¢lovéka, zvitat a rostlin (patogenni mikroorganismy)
— rozklad potravin, potravinovych surovin, textilii, papiru, klize, dieva, atd. (mikrobidlni koroze)

Nebunécné organismy (soustavy)

— nukleoproteinové castice schopné replikace pouze v hostitelské burice

—  postradaji translac¢ni systém

—  genetickd informace ve formé DNA nebo RNA uloZend v kapsidé (bilkovinny obal) — DNA viry
X RNA viry

— bakteriofagy, cyanofagy, virofagy, fytoviry, mykoviry, zooviry

Replikace virt

— Adsorpce — navazani viru na buriku

—  Penetrace — proniknuti viru do buriky

—  Eklipsa (vlastni replikace) — uvolnéni NK z kapsidy, replikace virové NK, syntéza virovych
bilkovin



— Maturace — dokonceni replikace (autoagreace, u obalenych virli obklopeni membranou,
uvolnéni viru z buriky — rozpad buriky)
VIROIDY (satelity)
—  cirkuldrni RNA nekddujici Zadny protein bez obalu
— infekéni onemocnéni vyssich rostlin
— replikace v jadru buriky
PRIONY
— infekéni ¢astice tvorené pouze molekulou bilkoviny
— patogenni priony se od fyziologickych lisi pouze konformacnim usporadanim
—  pUvodci degenerativnich zmén CNS (scrapie, BSE, Creutzfeld-Jakobova choroba,...)
—  extrémné odolné proti fyzikalnim a chemickym vlivim

Prokaryotni organismy

—  prevainé jednobunécné organismy (pfip. jednoducha seskupeni podobnych bunék, napf.
vldknité, myceliové formy)

—  kruhovy chromozém

— nemaji jadernou membranu

—  cytoplasmatickd membrana vytvari méchyrkovité, lamelovité nebo trubicovité vystupky do
cytoplazmy

—  vétsSinou obsahuji pevnou bunécénou sténu (obsahuje peptidoglykan)

— ribosomy jsou rozptyleny v cytoplazmé

— vyziva vyZadovana v molekularni formé

Rozdéleni prokaryot

Doména Archaea — extremofilové

Doména Bacteria — gramnegativni bakterie, grampozitivni bakterie, bakterie postradajici
bunécénou sténu (mykoplazmata)

Velikost, tvar a usporadani bakterialnich bunék

—  velikost od desetin po desitky um

— mykoplazmata (cca 0,2 um), rickettsie (cca 0,5 pum), spirochety (az 60 um)
—  vétsina bakterii patogennich pro ¢lovéka 1 — 3 um

Chemické sloZeni bakteridlni buriky
Voda — 70 — 98 % (opouzdiené a slizotvorné bakterie maji vyssi obsah vody)
Susina —cca 20 %
—  bilkoviny — 50 — 80 % susiny
—  globuliny, albuminy, nukleoproteiny, polypeptidy, aminokyseliny, purinové a
pyrimidinové latky
— urcuji zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti mikrob, jako je napf. izoelektricky bod,
chovaéni k barviviim, dale biologickou aktivitu, tj. virulenci a uddvaji i antigenni
strukturu
— polysacharidy - 5 — 20 % susiny
— glykogen u sporulujicich bakterii, granuléza u anaerobnich klostridii, celuldza ve slizu
vylu¢ovaném rodem Acetobacter
— lipidy - 5—15 % susiny
Struktura bakterialni buriky
Bunécna sténa
—  peptidoglykan (murein) - tvofen vrstvami polysacharidovych fetézcl, v némz se stfida N-
acetylglukosamin a N-acetylmuramova kyselina
— charakter sita, mohou pres ni pronikat molekuly



Funkce bunécné stény:

— davé burice tvar

— mechanicka ochrana

—  chrani pfed chemickym poskozenim, zafenim, vyschnutim

— schopnost odolavat vysokému nitrobunécnému osmotickému tlaku
Stavba bunécné stény grampozitivnich a gramnegativnich bakterii

Biciky
— tenkad vldkna sloZenad z proteinu flagelinu — molekuly uspofadany do Sroubovice, uvnitf je
vldkno duté
— obsahuje tfi ¢asti: vldkno, hacek (kolénko) a bazalni ¢ast (osa a kruhové desticky).
— oznaceni bakterii dle umisténi a poctu bicikud
— vizualizace: barveni stfibfenim / elektronovy mikroskop

Pili (fimbrie)
—  tenké Stétinovité vybézky na povrchu vétSinou gramnegativnich bakterii viditelné jen
elektronovym mikroskopem (usnadnuji adhezi na povrsich)

Sex pili
— jenu gramnegativnich bakterii, SirSi a delSi nez fimbrie,
—  tvorba je kddovéna plazmidem (F+ faktor)
—  slouzi k pfenosu DNA do recipientni buriky konjugaci
Curli

—  §tihld vldkna na povrchu nékterych stfevnich bakterii (E. coli, salmonely)
— vazou bilkoviny nezbytné pro srazeni krve, mohly by proto odpovidat za pfiznaky sepse
(salmonely)

Extracelularni polymery

— nékteré bakterie vytvari okolo bunék slizovity obal z polysacharidovych vilaken - glykolalix

— je-li tato vrstva kondenzovana a ostfe ohranic¢ena, pevné pfiseda k bunééné sténé oznacuje
se jako pouzdro (kapsule) - napf. E. coli, klebsiely)

— miUzZe byt i ve formé volné amorfni slizovité hmoty (napf. Leuconostoc mesenteroides —
rosolovaténi slazenych napoja, B. cereus — nitkovitost peciva)

— lepsi adherence bakterii k sobé navzajem i na rlizné povrchy - podil pfi tvorbé biofilm,
zubniho plaku

Cytoplazmaticka membrana
- tenkd membrana (7 nm) sloZena z fosfolipidd a proteint. V nékterych mistech vybihaji do
cytoplasmy vychlipeniny - mesozomy. Ty se vyskytuji hlavné v misté, kde pti déleni vznika
prepazka.
Funkce cytoplasmatické membrany:
— semipermeabilita (volna difuze malych molekul / transport velkych molekul pomoci permeaz)
— osmoticka bariéra (rovnovaha osmotického tlaku)
— transformace energie
— lokalizace enzymovych systéml
— dychaci enzymy
—  systém oxidacni fosforylace
— enzymy syntézy a hydrolyzy fosfolipidud
— enzymy syntézy sloZzek bunécéné stény a pouzdrovych obal(
— separace molekul DNA (pfipojeni DNA na mesozomy)
— ukotveni biciku



lokalizace bakteriochlorofylu, barviv

Cytoplasma

koloidni roztok globularnich bilkovin (enzymy, DNA, RNA, AMK, nukleotidy, rezervni latky,
atd.)

Obsahuje

Nukleoid - nejednd se o pravé jadro (cirkuldrni DNA bez jaderné membrany)

Ribosomy — jina stavba a velikost neZ u eukaryot, uskutecriuje se zde syntéza bilkovin
Inkluze, granula, vakuoly - zasobdarna Zivin a energie (glykogen, poly-R-hydroxymaselna
kyselina)

Endospory

Plasmidy — malé cirkuldarni molekuly DNA nezavislé na chromozomu

Nukleoid

jaderny material bakterii tvofi dsDNA
kovalentné do kruhu uzaviena molekula DNA
je uzavrena do superhelicity — nadSroubovicové vinuti
vétsinou je napojena na vnitini sténu cytoplazmatické membrany (mesozom)
molekula DNA se sklada ze dvou polynukleotidovych vldken sloZenych ze ¢tyr typl
nukleotidovych podjednotek
—  purinové baze (adenin, guanin)
—  pyrimidinové baze (thymin, cytosin)
obé vldkna jsou propojena vodikovymi mustky mezi bazemi nukleotid(

Plasmidy

dvouretézcové kruhové molekuly DNA nezavislé na chromozomu

mohou kddovat nékteré vyznamné funkce bakterialni buriky, napt. rezistenci na antibiotika a
tézké kovy, produkci toxind, produkci bakteriocint

konjugativni plasmidy (tzv. konjugativni faktory) se uplatiiuji pti spajeni = konjugaci bunék
prenos plasmidd se déje konjugaci, transdukci ¢i transformaci

Struktury dovolujici preZiti za neptiznivych podminek

Endospory — vznikaji zevnitf bakteridlni buriky, pfi hladovéni na zdroje uhliku a dusiku
Cysty — (napf. u rod(i Azotobacter, Myxococcus, Sporocytophaga), kdy je celd bunka
obklopena protektivni vrstvou, vznikaji ukladanim vrstev nad bunécnou sténu, jsou odolné
proti dehydrataci, ne vsak proti vysokym teplotdm, jsou ¢asto pfitomny u procesu fixace
dusiku a pfi ochrané buriky

Exospory (napt. u Strepromyces)- termostabilni

Konidie — termosenzitivni asexualni reprodukéni struktury produkované rliznymi rody
aktinomycet

Bakterialni spory (endospory)

pod mikroskopem vysoce svétlolomna téliska

vytvari se za nepftiznivych podminek u nékterych rodi napt. Clostridium a Bacillus
vysoce odolné k vysychani, vysoké teploté, pH, UV, desinfekci, atd.

prezivaji i stovky let

zniceni sterilizaci autoklavem

nizky obsah vody, obsahuji dipikolinat vapenaty

sporulace — tvorba spor
germinace — kliceni spor



Taxonomie prokaryot
Hlavni funkce:
— identifikovat a popisovat zakladni taxonomické jednotky - druhy
— navrhnout vhodny zplsob zafazovani a katalogizace téchto jednotek
—  zabyva se klasifikaci, nomenklaturou a identifikaci mikroorganismi

Klasifikace
— usporadani organismu na zakladé vzajemnych vztahl a podobnosti do skupin — taxon(
— vyzaduje znalost vyznacnych morfologickych, biochemickych, fyziologickych, chemickych,
molekuldrné-biologickych a genetickych charakteristik prokaryot
— Neexistuje Zzadna oficidlni klasifikace bakterii ani archei
— jeden z klasifikacnich systému predstavuje Bergey's Manual of Systematic Bacteriology
Znaky slouzici ke klasifikaci bakterii:
— morfologické — napft. tvar a velikost bunék, pfitomnost bicikd, barvitelnost, vzhled kolonii
— fyziologické — napt. schopnost vyuzivat rGzné zdroje Zivin a energie, vztah ke kysliku, stavba
bunécéné stény
— sérologické a chemické - napf. antigenni struktura, chemické slozeni bunécéné stény Ci
bunécnych struktur
— molekuldrni - napt. obsah G+C, primarni struktura DNA)
— genetické - schopnost vymény genl transformaci, transdukci nebo konjugaci

Nomenklatura
— pojmenovavani jednotlivych taxon(, oznaceni jednotek definovanych pomoci klasifikace
—  kazdy taxon ma platné védecké jméno (pochazeji z latiny i fectiny)
—  principem je binomické ndzvoslovi (rod +druh)
Druh se oznacuje dvéma slovy
- podstatnym jménem rodu (lat. genus)
- ptidavnym jménem druhu (lat. species)
Priklady: Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus
Platna (validni) védeckda jména bakterii — po jejich uvedeni v International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology (IJSEM)
—  trividlni nazvy Ize sklofiovat a nepisi se kurzivou (napf. stafylokoky, salmonely, laktobacily)

Identifikace
— urcovani do kterého a jak pojmenovaného taxonu izolovana bakterie nalezi
—  pfriidentifikaci bakterii se vyuzivaji klasifikacni charakteristiky
— klasifikacni a identifikacni schémata vSak nejsou totozna
Identifikacni schéma:
— zvolené znaky musi byt snadno stanovitelné
—  obsahuji pouze vybér nejvhodnéjsich rozlisujicich charakteristik
— dnes vyuziti mikrotest(l, automatizovanych systéma, imunodiagnostickych metod
—  zékladni podminku je prace s Cistou kulturou

Zakladni taxonomicka jednotka - bakteridlni druh
— jasné vymezend skupina navzajem pribuznych kmen(, zahrnujicich typovy kmen
—  sdilejici 70% a vyssi DNA-DNA homologii komplementarnich pard bazi
— vykazujici, aZ na vyjimky, shodné fenotypové znaky
— asoucasné majici nékteré odlisné znaky od jinych skupin



Bakterialni kmen
— populace pochazejici z jediné mikrobialni buriky

Typovy kmen
— Cistd kultura daného druhu deponovana ve verejnych sbirkach kultur mikroorganisma (referenéni
kultura)

Taxonomicka hierarchie
1. Doména (Domain)
Kmen (Phylum)
Trida (Class)
Rad (Order)
Celed (Family)
Rod (Genus)
Druh (Species)
Poddruh (Subspecies)

PNV~ WN

Rozdéleni mikroorganismt dle zdroje energie a uhliku
Fototrofni mikroorganismy: ziskavaji energii ze slunecniho zareni a preménuiji ji na makrooergické
vazby — ATP
— fotolitotrofni — jako zdroj uhliku vyuZivaji CO,
— fotoorganotrofni — zdrojem uhliku jsou jednoduché organické latky

Chemotrofni mikroorganismy: ziskavaji energii z organickych a anorganickych latek
— chemolitotrofni — zdrojem uhliku je CO,
— chemoorganotrofni — vyuzivaji jako zdroj uhliku organické slouceniny

Rozdéleni mikroorganismi podle vztahu ke kysliku

— Aerobni mikroorganismy - energii ziskavaji vyhradné aerobni respiraci

— Anaerobni mikroorganismy — rostou v bezkyslikatém prostredi, jiz nizké koncentrace O3 jsou
pro né toxické

—  Fakultativné anaerobni mikroorganismy — mohou rist v pritomnosti i nepfitomnosti kysliku,
patfi zde i bakterie aerotolerantni (mlécné bakterie), které mohou rlst v pritomnosti kysliku,
ale nejsou schopny jej vyuZivat

—  Mikroaerofilni mikroorganismy - jsou schopny Zit v prostfedi s nizkou koncentraci kysliku,
pfipadné bez kysliku

Rozdéleni mikroorganismi podle vztahu k teploté

—  Psychrofilni - optimalni rast pfi teplotach < 16 °C, rostou pomérné dobfre i pfi teplotach < 0 °C

—  Psychrotrofni - optimalni rlst pfi teplotach > 20 °C, ale mohou rist i pfi teplotach 0 °Caz 5 °C

—  Mezofilni - minimalni teplota pro jejich detekovatelny rist a déleni neklesa pod 5 °C a
optimalni teplota je < 45 °C, predstavuji vétsinu mikroorganisma, bakterie z této skupiny
mikroorganismU vyZaduji pro optimalni rlst nejcastéji teplotu kolem 37 °C, kvasinky a plisné
kolem 30 °C

—  Termofilni - optimalni teplota ristu > 45 °C, nejcastéji je popsan optimalni rlist a déleni
termofilli pti 50 °C az 60 °C

— Termotolerantni — optimum pfi 37 °C, ale toleruji i teploty > 45 °C



Kultivace mikroorganisma
PFi kultivaci in vitro je nutno zajistit:
— dostatek vody, Zivin a zdrojl energie,
— optimalni teplotu ristu,
— vhodné sloZeni atmosféry,
— dale vhodné pH, osmoticky tlak, redox potencidl, ochranu pred zafenim, atd.

Zakladni pojmy
—  Kultivace — péstovani mikroorganism( na specialnich padach (agarech, médiich) k tomu
uréenych
— Inkubace — proces, pfi némz se mnozi mikroorganismus
— Inokulace (ockovani) — aseptické preneseni inokula (Zivych bunék Zzadaného druhu) na/do
sterilni Zivné pldy
—  lzolace mikroorganismu — ziskani Cisté kultury urcitého mikroorganismu z mikrobidlni smési

Kultivaéni média
— slozZeni ptizpisobeno narok{im na vyZivu mikroorganismu, pH, osmoticky tlak, redox
potencial atd.
Déleni dle konzistence
—  pudy tekuté (bujony)
— puady pevné (agary) — pfiprava ztuZzenim bujonového zakladu pridanim 1 -2 % agaru (smés
polysacharid(i extrahovanych z rudych morskych fas)
—  pudy polotuhé (semisolidni) — s pfidavkem agaru do 0,5 %, napf. stanoveni pohyblivosti,
serologické urceni bicikovych antigen(

Déleni kultivacnich pld podle slozeni

Zakladni
—  neobohaceny jednoduchy Zivny zaklad (napf. peptonova voda, Zivny agar)
Obohacené
—  zdklad z kvalitnéjsich extrakt( (napf. mozkosrdcova infuze) obohaceny bilkovinnymi
koncentraty, peptony, Skrobem, krvi apod. (napt. agar s glukézou, tryptonem a
kvasni¢nim extraktem, krevni agar)
Selektivni

— urceny pro kultivaci vybranych skupin mikroorganisma, k zdkladu zivné pady se
pridavaji inhibitory ristu nezadoucich mikroorganismu (napf. ptida s 10 % NaCl pro
stafylokoky)

Diagnostické
—  obsahuiji substrat a indikator biochemické aktivity, napf. zmény pH (napft. Triple
Sugar lron agar)
Selektivné diagnostické
— napf. Endlv agar, Baird-Parker agar
Chromogenni

—  obsahuji chromogen - bézny substrat (napf. cukr) s navazanou barevnou molekulou —
chromoforem, bakterie, chromogen absorbuje, rozstépi, vyuzije substrat,
nerozpustny chromofor se hromadi v burice — zabarveni kolonii



Déleni kultivacnich pld podle tcelu pouziti
Transportni
—  kzachovani Zivotaschopnosti mikroorganismd béhem prepravy
—  tekuté nebo polotuhé, misto Zivin obsahuji latky omezujici mnoZeni bakterii a latky
absorbujici toxické produkty jejich metabolismu (napft. aktivni uhli)
Konzervaéni
—  k zachovani Zivotaschopnosti mikroorganismu po delsi dobu, vétsinou nutriéné chudé pady
bez pfitomnosti sacharidl
PomnozZovaci (resuscitacni)
— umoznuji mikroorganismim oslabenym technologickymi procesy pfi vyrobé potravin
reparaci, obvykle tekuté pldy
— neselektivni (napf. pufrovana peptonova voda) nebo selektivni (napft. bujon podle Frasera)
Izolaéni
—  tuhé, polotuhé pady podporujici rist mikroorganismi
neselektivni, selektivni, chromogenni

Pf¥iprava kultivacnich médii
— navazka dehydratovaného média
—  rozpusténi v destilované vodé
—  bobtnani u pevnych pld (15 min. pfi laboratorni teploté)
— rozvarenia Uprava pH
—  sterilizace (obvykle autoklavovani 121 °C/15 min.) — ne vSechna média!
—  pridavek suplement( napt. Zloutkova emulze, krev, antibiotika
— rozplnéni do Petriho misek

Rozdéleni kultivacnich metod
Kvantitativni metody — cilem je stanoveni co nejpresnéjsiho poctu dané skupiny ¢i konkrétniho
mikroorganismu, vysledek se uvadi v KTJ (kolonie tvofici jednotky) na g/ml/cm?
— Metoda zaliti
— Metoda roztéru
— Metoda MPN (most probable number)
Kvalitativni metody — cilem je prikaz pfitomnosti/nepfitomnosti daného mikroorganismu
— Jednostupnova kultivace
—  Dvoustupriova kultivace
—  Rozockovani

Provoz mikrobiologické laboratore
VyZaduje oddélené zdny za ucelem zamezeni kfizové kontaminace pro:
—  pfijem, Gchovu, Upravu a zpracovani vzorkd,
—  pfipravu a sterilizaci kultivacnich pad a pomuicek,
— vlastni analyzu, tj. napf. vazeni, fedéni, inokulaci, inkubaci, subkultivaci, dchovu mikrobialnich
kmend,
— molekuldrné biologické analyzy,
— dekontaminaci, ¢isténi pomUcek a oSetfeni odpadl vzniklych pfi mikrobiologickém zkouseni
— dalsi zény (napf. vstupy, chodby, vytah pro material, administrativa, Satny, toalety, sklady...)



