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Morfologie a fyziologie,
mikroskopie a kultivace

Morfologie bakterii Fyziologie bakterii
(slozeni, tvary, (mnozeni,
usporadani, metabolismus,
sporulace) vyuzivani substratu)
Mikroskopicke Kultivace
pozorovani (= pozorovani

(= pozorovani rustovych, tedy
mikroba jako fyziologickych
morfologickée vlastnosti mikroba)
jednotky)




Morfologie bakterialni bunky

e Prokaryota

— Chybi
ohranicené oo
jadro e Z"fr?w%l%”t?::ﬁfké

— DNA ve forme plszmi
cirkularniho '
chromozomu

— Transkripce a
translace
mohou probihat
soucasne

https://sIideplayer.cz/slide/2677606/



Z ceho se sklada
bakterialni bunka

Chromozom - nukleoid )
Ribozomy, nutné k proteosyntéze
Cytoplasma, prostredi uvnitr buﬁky> Vidy
Cytoplasmaticka membrana
Bunéecna sténa

Vakuoly, bunécné inkluze - doCasna
zalezitost

Plasmidy

BiCiky a fimbrie

Pouzdro

’



Bunky Streptococcus
pneumoniae

Figure 4. Cross-section of Streptococcus pneumaoniae ;
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Geneticka informace
bakterialni bunky

e Chromozom kruhového tvaru

- nukleoid neni viditelny v optickém
mikroskopu

— neobsahuje introny

e Kromé& chromozomu muzZe byt
geneticka informace i extrachromozomalni
- plazmidy

e Malé kruhové molekuly DNA
- obsahuji pridatnou genetickou informaci
- replikuji se autonomné
— postradatelné 6



Jak muze bufka prijit
k plazmidu

Bufika nemuze plazmid sama vyrobit

tfi zpusoby: transdukce, transformace a
konjugace

Pro ruzné bakterie je typicky ten nebo
onen, anebo Zadny zpusob

Je to i prakticky vyznamné - plazmidy
kdduji napr. rezistenci na antibiotika,
produkci toxinu, produkci antibiotik




Fragment chromozomalni DNA max. odpovidajici priblizné délce genomu faga

je omylem vbalen do kapsidy misto vlastni DNA faga
Rozsireny: bacillus, corynebacterium, escherichia, klebsiella, streptococcus

a staphylococcus 3



"SEX" PILLI {(FIMBRIE)

Autonomné prenosné plazmidy, konjugacni pili u G-
bakterii,

u G+ ,sex feromonem" bunky se priblizi a prilnou -
streptokoky



rozpadajici se bakterie, ze které se
uvolnuje DNA

10



Ribozomy
e RibozOmy jiné nez v eukaryotnich
bunkach
e \/oIné v cytoplazme
e Pobliz nepravého jadra

e Pobliz cytoplazmatické memrany -
syntetizuji bilkoviny urcené do
membrany

e Dve podjednotky 30S a 50S; 70S
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Cytoplazma

e Cytoplazma - velmi viskozni
e obsahuje

- 50 % bilkovin bunky - vsechny maji
enzymatickou funkci - enzymy glykolyzy,
Krebsova cyklu, dehydrogenazy, esterazy,
katalazy

— prijaté ziviny, zplodiny metabolismu, ionty
— obsahuje velke mnozstvi biogenni molekul
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Cytoplazmaticka membrana

Jedina biologicka membrana prokaryotické
bunky

probihd na ni fada chemickych procesu
transport latek do bunky

transformace energie

— respiracni retézec

procesy, ktere vyu2|vaJ| rozdilu v koncentraci
uréitych iontud vné a uvnitf bunky
Protonovy gradient - pohani biCik
Membrana zaroven chrani bunku pred
chemickymi a jinymi vlivy
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Bunécna sténa
e Ma roli bunécného skeletu — udéluje bunce
tvar a chrani ji mechanicky, chemicky, proti

vyschnuti, nepriznivym osmotickym
podminkam

e Obnazené bunky s cytoplazmatickou
membranou
— Protoplasty
— Sferoplasty
- L-formy bakterii
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Bunécna sténa
e Hlavni slozka peptidoglykan (murein) z
cukru (N-acetylglukosamin a N-

acetylmuramova kyselina) a aminokyselin

e Barveni dle Grama - zakladni metoda
identifikace a detekce bakterii
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Bunécna sténa
e Grampozitivni bakterie maji bunécnou

stenu tlustou (20-80 nm) a jednoduchou

e Gramnegativni bakterie maji bunécnou
stenu tenkou (5-10 nm) a slozitéjsi

e Néktere bakterie maji jinou bunécnou
stenu (mykobakteria — acidorezistentni,
v bunce jsou mykolové kyseliny)

e Nektere bakterie (mykoplasmata)
buné&nou sténu vubec nemaji
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Zakladem kazdé bunécné steny
je peptldoglykan (murein)

#Amtyiglumsamlne (G)
{:HEDH

Lysozyme-sensitive
bond

8= CH,— CH,— CH—COOH
MNH. A o-Glutamic acid

HOOC —C —CH,— CH,— CH;—CH - A

H  Measo-diaminopimelic
acid

NH o Alanine 17
H,C —CH—COOH www.arches.uga.edu



Grampozitivni bunécna sténa

Teichoic acid

Wall associated
protein

Lipoteichoic
acid

Hihd

! Peptidoglycan
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Gramnegativni bunécna stena

www.arches.uga.edu
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Gramnegativni bunécna sténa

Lipid A = endotoxin - hydrofobni
Nespecificky polysacharid (zakladni
polysacharid) - spolecny pro pribuzné druhy
bakterii

Specificky polysacharid - je nositelem
antigenicity tela bakterie - O antigen u G-
bakterii

Vnejsi membrana — propousti ziviny, chrani
pred lytickymi ucinky zlucovych kyselin,
enzymu (napF. stfevniho traktu, lysozymu
LPS - chrani pre imunitni protilatkovou
odpoveédi
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Fimbrie (pili), curli a biCiky

e Mnohé bakterie jsou schopny pohybu
- K pohybu slouzi hlavne biciky
— BiCik bakterii — rotuje jako lodni Sroub, az 20

um, proteinem - flagelin — druhoveé specificky

e Fimbrie mohou vedle pohybu slouzit napr. i
k adhezi bakterie na povrch, ke konjugaci
(sex pili), véts§i mnoZstvi muze chranit pred
fagocyty hostitele

e Curli jsou podobné jako pili, ale zakroucené
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Bakterie s biciky
(Escherichia coli)

www.biotox.cz
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Umisténi bi¢iku bakterii

A a -

N Sy

C o

D

http://cs.wikipedia.org/wiki/Bi%C4%8D%C3%ADk

PocCet a usporadani

bakteridlnich bi¢iku:

A. monotricha,
B. lofotricha,
C. amfitricha,
D. peritricha
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Pouzdro a biofil

B

e Pouzdro obklopuje jednotlivou bakterii,
popr. dvojici.
— vetsSinou polysacharidove, ktere bunku chrani -
slizovity povrch

— faktor virulence

e Biofilm je souvisla vrstva, vznikla
z bakterii, jejich pouzder a dalsiho
materialu.

- je mnohem odolnéjsi nez jednotliva bakterie,
zijici v tzv. planktonicke forme

www.cbc.ca 24



Stadia vyvoje biofilmu
Kontakt planktonickeé bakterie

S povrchem = +
navazani na tento povrch —
adhese, rust a shlukovani bunék __
do mikrokolonii ——

produkce polymerické hmoty ——<——=—=_
(matrix, nebunécna slozka)

Vytvoreni trojrozmeérne struktury
zname jako biofilm <=

——

(PFevzato z prezentace dr. Cernohorské) 25



e \/ barveni dle E
Burriho byly
nabarveny
bakterie na
cerveno a
pozadi pak
dobarveno
tusi, tusi se
pak pouzdro
tam, kde se
nic neobarvilo cel

Capsula



Sporulace

Sporulace je neco jako zimni spanek, ale
dovedeny oproti zimnimu spanku zviFat
k mnohem vetsi dokonalosti

Spory preziji velmi vysoke teploty, vyschnuti,
desinfekci a podobné

Spora vznika jako endospora (uvnitf bunky):
bunka se déli asymetricky

z mensi poloviny - endospora obsahuje kompletni
genom a male mnozstvi proteosyntetickeho
aparatu - obalena mnoha vrstvami

je zavzata do teé druhé vétsi poloviny
spora obsahuje jen minimum vody —{>
vysoka odolnost k zvysené teplotée

velké mnozstvi kys. dipikolinove a Ca2*

27



Spora

Sporulujici bakterie r. Bacillus a r. Clostridium

Exosporium

Spore Coat

Cortex

Core Wall

Ribosomes

http://www.textbookofbacteriology.net/structure_10.html

ex B, Subtilis
B, Cerens

@ B. Thuringiensis
B, Anthracis

@ ex * B, Polvxvma (five le N2)
@ ex * B. Pasteurfi (dégrade 1'Urée)

membres.lycos.fr

28



Spory jsou biochemicky neaktivni,
samy O sobée se nebarvi




Tvarove moznosti bakterii

e Koky (kulate, protahlé, ploché)
o Kokotycinky

e TyCinky (rovne, zahnutée, s oblymi Ci
spicatymi konci, tluste, tenkeé)

e Vlaknité bakterie (zvlastni pripad tycinek)
e Spiralni bakterie — spirochety
e Beztvareé bakterie, napr. mykoplasmata

30



Zprohybana tycCinka -
helikobakter




WWW.primer.ru

Spirochéty |

www.scidev.net

https://mobile.labmedica.com/microbiology/articles/294766853/genes-and-age-determine-susceptibility-to-lyme-disease.html
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Moznosti usporadani

bakterii
e Jednotlive o
e Dvojice ‘wd
e Ctvefice, skupiny po 8
» Shluky sg
e Retizky el B

e U tyCinek: palisady (||||]]), retizky

34



Tvarove moznosti bakterii

Bacterial Morpholologies

Examples
—) Straight rod Escherichia
[ Gu— Club-shaped rod Corynebacterium
M Branching rod Actinomyces
T | Spore forming rods Bacillus
SLodrvg Spiral forms Spirochaeta
Oy Comma forms Vibrio
@ Coccus Staphylococcus
Neissaria
Streptococcus
Saricina
Staphylococcus

http://click4biology.info/c4b/2/cell2.2.htm

35



Koky v retizcich (elektronova
mikrofotografie Enterococcus sp.)

www.morgenwelt.de

36




. Retizky v Gramove
s barveni




Mikroskopie bakterii

e Bakterie jsou dobre viditelné
v elektronovém mikroskopu, v praxi se
nevyuziva

e V optickém mikroskopu jsou viditelné
mizerneé. Lépe je vidime, pokud se
pohybuji

e NemuzZeme vSak spoléhat na pohyblivost
bakterii. Zviditelnime je proto jinak:
fixujeme je a obarvime néekterou
z barvicich metod

38



Casti mikroskopu — dopadajici
svéetlo

e Svétlo prochazi ze zdroje svétla pres kolektor
a kondenzor. Kvalitu a mnozstvi paprsku
ovlivhuje
- intenzita napéti zdroje svétla
— irisova clona kolektoru (v dolni ¢asti mikroskopu)

- nastaveni vysky kondenzoru
— nastaveni clony kondenzoru (apertura)

e Vyska kondenzoru se obvykle nastavi pri
zaclonéni. V jednom okamziku okraj clony
prestane byt modry a zacne byt cerveny - to je
ten spravny moment. Pak se clona zase
rozevre. 39



Mikroskop

Okular Vypinac

Objektivy
Mikroskopic. stolek

Kondenzorova
clona

Regulator pozice—
Kolektorova clona
Regulator svetla

Mikrosroub a
makrosroub




Zvetsovaci optika

e \V mikrobiologii pouzivame zpravidla
binokularni mikroskop s vyjimatelnymi
okulary zvéetsujicimi 10x

e Objektivy se pouzivaji 4%, 10x, 20X,
40x, 60x a imerzni objektiv zvetsujici
100x%. ,Imerzni* znamena, ze mezi
preparat a objektiv se kapne imerzni

sV V7

lomu skla, nez index lomu vzduchu

41



Zaostrovani a vlastni
mikroskopie

e Aniz bychom se divali do okularu, priblizime
makrosroubem preparat k objektivu na co
nejtésnejsi vzdalenost

e Nyni, jiz pod kontrolou zraku preparat
opatrne oddalujeme, nejdrive
makrosroubem, pak i mikroSroubem, az se
dostaneme na prislusnou hladinu ostrosti

e \/ nékterych pripadech (hlavné u nativnich
preparatu) neni jedna hladina ostrosti, ale je
nutno stale preostrovat na ,dno" a ,hladinu®
prostoru vyplnéného tekutinou 42



Cisténi mikroskopu

Po kazdém pouziti imerzniho oleje je nutno
oCistit objektiv gazou s alkoholéterem
(méné vhodny, leC pouzitelny, je benzin)

Obcas je nutno ocCistit i neimerzni
objektivy, zejména pokud jsou potrisnény
napr. olejem

Pri potrisnéni je takeé nutno otrit
mikroskopicky stolek, zde staci Ctverecek
bunicité vaty s benzinem. Necistota Casto
ulpiva pod zarizenim pro uchyceni sklicka

43



Jednoducheé barveni

e K jednoduchému barveni muZeme pouzit
kde co, napriklad methylenovou modr

e \/ laboratorni praxi se zpravidla nepouziva,
muzeme ho v8ak doporudit napf. pfi
telefonicke konzultaci vzdalenému
klinickému pracovisti

e Fixovany preparat se prelije jednim
barvivem, a po zaschnuti se pozoruje

44



Prof. Hans Christian Gram

Hans Christian Joachim Gram (13. zari
1853 — 14. listopadu 1938) byl dansky
bakteriolog. Gram studoval botaniku na
Kodariské Univerzité a byl botanickym
asistentem zoologa Japeta Steenstrupa.
V roce 1878 zacal studovat medicinu a
promoval 1883. V roce 1884 v Berliné
vyvinul metodu, ktera dnes slouzi

k rozliSeni dvou hlavnich tfid bakterii.
Vroce 1891 se Gram stal prednasejicim
farmakologie, a v témze roce byl
jmenovan profesorem Kodariské
univerzité. V roce 1900 prevzal vedeni
farmakologického Ustavu.

en.wikipedia.org/wiki/Hans_Christian_Gram.
45




Gramovo barveni - princip 1

e Grampozitivni bakterie maji ve sve
sténe tlustsi vrstvu peptidoglykanu
mureinu.

- Diky tomu se na neé pevnégji vaze
krystalova nebo gencianova violet...

—...a po upevneni teto vazby Lugolovym
roztokem...

— ...se neodbarvi ani alkoholem.

e Gramnegativni bakterie se naopak
odbarvi alkoholem a dobarvi se pak na
cerveno safraninem.

46



Gramovo barveni - princip 2

Chemikalie |Grampozitivni |Gramnegativni
Krystal. Obarvi se Obarvi se
violet fialové fialové
Lugoluv Vazba se Upevni se
roztok upevni mene
Alkohol Neodbarvi se |Odbarvi se
Safranin ZUustanou Obarvi se
fialovée cerveneé

Gramem se nebarvici bakterie se neobarvi v prvnim kroku kvUli absenci
bunécné stény (Mycoplasma) nebo proto, ze jejich sténa je vysoce hydrofobni
(Mycobacterium).

Spirochety by se barvily gramnegativng, ale jsou velmi tenké, takze i je Ize také
vlastné povazovat za ,,Gramem se nebarvici* a Gram se v jejich diagnostice7
nepouziva.



Ctyti hlavni skupiny bakterii
podle Gramova barveni

grampozitivni

Cinky

48






Dalsi barvici metody

Barveni podle Giemsy -
spiSe na parazity
Barveni dle Ziehl-Neelsena

na acidorezistentni
bakterie - mykobakteria

Barveni pouzder dle
Burriho

Barveni fluorescencnimi
barvivy

50



Fluorescencni barveni

51



Specialni mikroskopické
techniky

e Mikroskopie v zastinu — pouziva se u
svétlolomnych objektu (napft.
spirochet). Na objekt dopadaji
paprsky zesikma a do oka dopadnou
POUZE ty, které se na ném zlomi
- Anglicky se ji rika ,darkfield microscopy™

— mikroskopie v temném poli. Pozadi je
tmave, bakterie sveéetla

e Mikroskopie ve fazovem kontrastu
vyuziva fazovy posun paprsku

52



Zastinova mikroskopie

53
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