Cviceni 7
Strukturalni barveni bakterialnich pouzder a endospor

V tomto cvieni vyuzijeme dvou typl barveni. Bakteridlni Spatné pfijimaji
barvivo (vzhledem k rigidnimu $patné propustnému obalu), proto se obarvi az béhem varu
v daném barvivu (stejn¢ jako napft. acidorezistentni bakterie — Mycobacterium, které bychom
Gramovym barvenim neobarvili vzhledem k obsahu lipolytickych latek mykolovych kyselin).
Bakteridlni zase v okoli bunécné stény zvyraznime tim, Ze negativnim barvenim
obarvime okoli bunék, nikoli bunky samotné a tim ziskame i1 zvyraznéni pouzder. Samotna

pouzdra Ize barvit horkym karbolfuchsinem.
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nereproduktivni) stadia pfevazné grampozitivnich bakterii; Cortex

jsou velmi odolné a charakteristické minimalnim obsahem

vody a minimalnim metabolismem

- sporuluji i gramnegativni bakterie, poté se spory nazyvaji
exospory (a vznikaji jinym zplisobem. Vyjimecné tvoii
endospory 1 gramnegativni bakterie, napt. Coxiella burnetti,

puvodce Q-horecky

- davodem sporulace je adaptace ¢i pfiprava na zmény
podminek zivotniho prostiedi (nikoli odpovéd’ na n¢)
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Endospory kromé nami izolovaného rodu Clostridium vytvaii i napt. Bacillus (aerobni

Desulfotomaculum  (anaerobni

tycky),

tycky),

Sporosarcina  (aerobni  koky),

Sporolactobacillus, Oscillospira, Thermoactinomyces.



Pouzdro - kapsula

- je silné¢ hydratovanou strukturou vné bunécné stény buiky, slozenou vétSinou
z polysacharidu a zteteln¢ oddélujici bunku

- jeho tvorba je ovlivnéna slozenim media — velikost tedy neni geneticky kédovana, zalezi
na vnéjsim prostiedi

- v prostiedi slouzi jako ochranna vrstva proti vysychani a detergentli, dale napt. proti
bakteriofagim fagiim. SlouZi i k vazb¢ na povrch pfedméti, tvorbé biofilmu

- u klinicky vyznamnych druhti ptisobi proti protilaitkdm a fagocytdze, proti prvni viné
imunitni odpovédi

- sklad4d se z mikrokapsuly (do 0,2nm, bilkoviny, lipidy, polysacharidy; prikaz neni
mozny mikroskopicky) a makrokapsuly (polysacharidy nebo bilkoviny, celuldza;
minimaln¢ dvakrat tlustsi nez bunka)

Material a pouzité mikroorganismy:
» vlastni izolaty vykultivované za cviceni Izolace bakterii z pudy (Azotobacter,
Clostridium)
Bacillus cereus CCM 2010
podlozni a kryci skla, bakteriologicka klicka
stficka s vodou
filtra¢ni papir
Pasteurovy pipety
pinzeta
sterilni voda
Negativni barveni (pouzdra): kongo Cerven, nigrosin, karbolfuchsin, 1% HCI,
methylenova modt
Barveni endospor: malachitova zelen, safranin
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Strukturalni barveni se pouZziva k identifikaci a studiu struktury bakterii. Pi: barveni
endospor, pouzder a bi¢iku (flagely).

A.  Barveni spor malachitovou zeleni - Schaefferova-Fultonova metoda

Uschly natér bun¢k na sklicko fixujeme trojim protazenim v plameni

Prevrstvime malachitovou zeleni, ptekryjeme filtracnim papirem

Zahtivame 5 minut do vystupu par, dopliiujeme barvivo

Oplachneme vodou

Dobarvime kontrastnim barvivem - safraninem nebo kongo — ¢erveni (pievrstvenim 30s)
Opléachnout vodou, ususit, pozorujeme pod imerzi, Z 1000x

Pozorovani: Spory jsou zelené, ostatni bunéény obsah ¢erveny.
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B. ,,Barveni pouzder — negativni barveni = zvyraznéni pozadi kongo ¢erveni

» Na sklicko kapnéte Kongo cerven a ptimo v ni suspendujte kulturu A. vinelandii.
» Suspenzi rozetiete po povrchu sklicka a nechejte dobie zaschnout.

» Prevrstvéte na nékolik sekund kyselinou chlorovodikovou, potom kyselinu slijte
» Neoplachujeme vodou




» Bunky dobarvime methylenovou modfi (3 minuty pievrstvit)
» zbytek osuste filtranim papirem a dosuste na vzduchu.
» Pozorujte imerznim objektivem svétle modré buiky, svétla pouzdra a modré pozadi.
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C.  Barveni pouzder karbolfuchsinem a negativni barveni pozadi nigrosinem

» Klicka bakterialnich bun¢k z Ashbyho agaru se resuspenduje v kapce vody
» Rozetie se po povrchu sklicka a ncha se zaschnout
» Podlozni skli¢ko se prevrstvi karbolfuchsinem do vystupu par 1 min
» Opalch vodou a negativni dobarveni nigrosinem rozetienym do tenké vrstvy a vysusenym,
aby se nezbarvily 1 buiiky; neoplachujeme
» Pozorujeme pod imerzi ¢ervené bunky, rizova pouzdra a Sedé pozadi
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D. Negativni barveni bunék rodu Bacillus nebo Clostridium
» Klicka bakterii se rozetie v kapce destilované vody, piida se kapka nigrosinu
» Rozmicha se klickou a rozetie se druhym sklickem
» Bez oplachovani se necha zaschnout na vzduchu



Pozorovani:

Pozorujeme zelené spory uvnitt Cervenych bunék a mizeme hodnotit tvar a umisténi
spor uvniti téchto bun¢k (napomaha identifikaci sporulujicich druhi).

Pouzdro: pozorujeme zvyraznéné okraje pouzdra — hromadi se u nich barvivo, které
nemuze pronikat do slizovité vrstvy (negativni barveni pozadi). V ptipadé barveni pouzder
horkym karbolfuchsinem jsou pouzdra riizova a viditelna diky Sedého pozadi nabarveného
nigrosinem.

Vyznam barveni spor do Zavéru:
Pouziva se na diferenciaci spor bacilt a klostridii i na rozliSeni askospor kvasinek.

Spory se velmi tézko barvi i po fixaci, nebot’ maji silny, Spatn¢ prostupny obal. Chceme-li
spory obarvit, musime pouzit koncentrovand barviva za tepla nebo riznd moftidla. Takto
obarvené spory se tézko odbarvuji kyselinami a jinymi slou¢eninami (napt. alkoholem), ¢ehoz
se vyuziva k diferenciaci spor. Barvitelnost spor ovSem zaleZi na jejich vyvojovém stadium, je
podminéna stafim kultury, kvalitou zivné ptudy, individudlnimi vlastnostmi mikrobti, a proto
nelze barvicich metod pouzivat schematicky. Barvitelnost spor se také (podobné jako u plisni)
zlepsi pouzitim sporulacnich médii (s pfidavkem manganu).

Vyznam negativniho barveni pouzder do Zavéru:

Negativni barveni se pouziva k mikroskopickému stanoveni pouzder a slizi a k méteni
velikosti bakteridlnich bun¢k v pfipadech, kdy by doslo fixaci ke zméné velikosti bun¢k a
deformaci pouzder. Bakteridlni pouzdro je vétsi pii kultivaci napt. ve 20% sacharéze.

U patogennich mikrobi maji pouzdra urcity vztah k jejich virulenci. Maji-li pouzdra
antigenni vlastnosti (struktury organismu cizi provokujici tvorbu protildtek), mohou byt
podkladem typové imunospecifity. Pouzdra mohou hrat i urCitou roli v metabolismu
bakteridlni bunky — zejména v regulaci pfijmu a vydeje vody. Kmeny vytvarejici pouzdro
rostou na agaru zpravidla v podobé hladkych kolonii. Tyto tzv. S-formy (smooth) mohou
spontanni mutaci ptrechazet v drsné R-formy (rough) bez pouzdra. Nekteré slozky pouzdra
jsou vyluovany do prostedi v podobé¢ slizu (M-forma, napt. Leuconostoc mesenteroides).

Pfimé barveni pouzdra: protoze jsou tvoiena latkami hlenového a zelatinového charakteru — prevazné z
polysacharidi, mukopeptidd a kyseliny hyaluronové, tak bézna barviva nepfijimaji. Chceme-li je obarvit,
musime preparat nejdiive mofit (napf. siranem Zeleznatym nebo méd’natym) nebo pouzit k jejich prikazu
metody negativniho barveni — napt. metody dle Burriho.



Pro doplnéni teorie ke cviceni ke zkouSce:

Pozorovani endospor:

Mikroskopie: vysoce svétlolomné Utvary nepiijimajici Gramovo barvivo
Tvar, velikost a uloZeni — charakteristicky znak pro identifikaci

. Ovalné - Bacillus anthracis, B. cereus, Clostridium botulinum
. Kulaté — CL. tetani, B. sphaericus
*  Cylindrické, elipsoidni.

,Plectridium tetani, pléctron = fec. kladivo), B. stearotermophilus
» centralni (C. histolyticum, C. novyi, C. septicum, B. anthracis, B. cereus)

+ subtermindlni = paracentraln¢ = mezi sttedem a polem bunky, vétSinou (C. botulinum,
C. sporogenes, B. brevis)

Velikost — v§Simame si, zda a ve kterém misté spora vyklenuje bunku. Zda je primér spory
vEtsi, nez tloustka vegetativni bunky
x

Cl. botulin
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Medicinsky vvyznamné jsou spory rodu Bacillus a Clostridium

. sporulujici buiikky odolavaji 2-6 hodin teploté 100 °C
Clostridium botulinum:
. oproti nesporulujicim, které hynou po 30' pii 70 °C!
. Spory inaktivovany po 20' pti 121 °C vodni pary pfi

* 2 atm (0,2Mpa) a po 90" - 180" pti 160 - 200 °C suchého tepla,

vysoce termorezistentni, pieziji az pétihodinovy var



Clostridium tetani — tetanus. Ke zni¢eni spor nutno
pusobit 100°C po 90 minut.

Bacillus anthracis — biologicka zbran, anthrax

Spory druhu Bacillus thuringiensis:
- pouzivaji se jako biopesticidy (cilen¢ na housenky uré¢itého druhu sktidce)

Stabilizace makromolekul spory:
- ptitomnost specifickych bilkovin
- ztrata vody a jeji ndhrada vapnikem.

Vvznam a odolnost spor

Pro bakterii pfedstavuje spdra moznost pieckat podminky nevhodné pro zivot i po
tisice let, jsou také prostfedkem Sifeni bakterii i na znacné vzdalenosti a v riizném prostiedi.
Tvorba spory neni odpovédi na prostfedi, ale pfipravou na nepfiznivé podminky.
Makromolekuly ve spofe jsou stabilizovany ptitomnosti specifickych bilkovin, déle ztratou
vody a jeji ndhradou vapnikem.

Jsou odolné k pisobeni UV zéfeni, zafeni y, k vysouSeni, lysozymu, teplotnim zménam,
nedostatku zivin a plsobeni mnoha dezinfekénich prostfedkt. 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 ¢asova
obdobi (1 milion let).

Sporulaci nazyvame proces vzniku (endo)spory.

o Ke studiu sporulace je pouzivano bakteriii rodu Bacillus, hlavné B. subtillis

o Bé&hem 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 gent.

Proces zacina ve fazi G1, v pribéhu vzniku ptepazky (ne konci G1) je jz jasné, zda

vznikne vegetativni buitka nebo spora

Sporulace mize byt i pii max.poctu zivin, ale hlavné ve stacionarni fazi

Bunka pfechazi od binarniho déleni ku sporulaci

V misté ptepazky dvojité vchlipeni cytoplazmatické membrany

Prospora se utvaii v tzv. sporogenni zon€. Primarné se piepisuji geny, které ptipravi

prostor pro sporu, zvySuje se kvantum volutinu (= prvni znamka sporulace). Druhym

signadlem sporulace je zvySeni mnozstvi enzymil. Bunka zvySuje spotiebu acetatu,

zvyseni poc¢tu enzymu Krebsova cyklu a hydrolaz

a Z biochemického pohledu se na procesu sporulace se podili amyldzy, proteazy,
fosfatdzy, Dnazy.
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o Sporulaci lze zastavit nadbytkem utilizovatelného cukru. Asporulaéni medium:
s gluk6zou. Jednou odstartovany proces sporulace jiz nejde zastavit.

o Proces tvorby zacind replikaci DNA a rozbalenim bakteridlniho chromozomu do
dlouhého vldkna. Vchlipenim CM se vytvoii septum, které rozdéli buiiku na dvé
nestejné ¢asti. Do obou se rozdéli DNA. Mensi ¢ast - prespora — se obaluje septem —
ziska tak dvojitou membrinu a ocitd se uvnitt builkky. Mezi memmbdédnami vznikd tuhy
kortex z peptidoglykanu. Do prespory se vklada mnoho véapniku a syntetizuje se v ni
kyselina dipikolinova. Kalcium dipikolinat je charakteristickd slozka pouze
v endosporach. Pod kortexem vznik4 dal$i vrstva peptidoglykanu, na povrchu celé
spory pak proteinovy obal bohaty na cystein. Svétlolomnost (fazovy a Nomarského
kontrast). Matetska buiika se rozpada, uvolnéni spory.

Faze O

Fazel

Faze 11

Faze 111

Faze IV

0 Matefskd vegetativni builka (sporangium) pfechazi z binarniho k asymetrickému

déleni.

Tvorba axialnich filament k rozdéleni bakterialniho chromozomu.

Je ukoncena replikace bunééného genetického materialu, a ten se nasledné
rozestupuje Kk polim buiiky. Kon¢i invaginace cytoplazmatické membrany.
Prestava fungovat DNA spory, Kroky pfebira druhy nukleoid. Sporogenni zona je
homogenizovana a zahusténa. M4 vzdy jinou hustotu nez zbyly obsah bunky.
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Cortex Synthesis

Tvori se kortex 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.

Ve sporfe obsazena kyselina dipikolinova (syntetizovana matefskou bunkou, transport;
mald molekula; mnozstvi regulovano — mira termorezistence. Kyselina stabilizuje
kvarterni strukturu DNA ve vazbach) a velké mnozstvi Ca™ iontll (pro né neni
primarni transportni systém, transport antiportem).

Endospora je jiz svétlolomn4, se vznikem kortexu jiz spora nepropustna pro barvivo,
obarvitelna az pti vystupu par.



Cellwall  Cytoplasm €) Spore septum begins to isolate newly replicated
g \ P DNA and a small portion of cytoplasm.
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0 Vdobé vzniku plasté jiz spora
obsahuje minimum vody

o U pfislusniki  rodu Bacillus
vznika  exosporium  slozené

z deseti proteind, polysacharidl a il B !
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h t e {b) An endospore in Bacilius anthracis
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mateiské  buiky, uvolnéni
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zralych spor

Faze VII
0 Volna zrala spéra. Vngjsi architektura, pocet a tvar plast zavisi na bunce.

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

Jedineéné a charakteristické struktury spory:|

Kalcium dipikolinat

Proteiny stabilizujici DNA

Kortex

DNA reparacni enzymy v procesu germinace

Germinaci rozumime rychly proces kli¢eni spory. Za¢ina spontanni aktivaci spory.

Kliceni spory B. cereus

Aktivace

— destabilizaci plasté — pii piisobeni teploty 70-85 °C po 5 — 10 minutach,
dal§imi aktivatory jsou malé organické molekuly — malé kyseliny, vitaminy,
zvySeni poctu bazi, L-Ala, Ado a Ino. V laboratofich zahtati v ptfitomnosti
vody. Aktivovand spora pfijima vodu a ztraci rezistenci — bilkovinné
stabilizatory jako vnitini soucasti se zacinaji rozkladat, vzniklé¢ aminokyseliny
slouzi jako stavebni kameny novych proteind.

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



— V dobé, kdy bunka tvofi energii zacina 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 ndstupny prinik
vody. Po dvou hodinach po germinaci spory nésleduje déleni vegetativni bunky.

Inhibice kliceni: D-Ala, MgCl,, PMSF

1) terminalni germinace — na krat$im konci spory

2)centralni — v podéIné ose spory

\Stavba zralé sp6ry|

e Jadro — obsahujici sporoplast ¢i protoplast : stroma spory
piedstavuje gelovou matrix, tvoifenou bakteridlnim jadernym
ekvivalentem — nukleoidem, kalcium dipikolinatem (CDPA)

nebo pyridin-2,6-dikarboxylovou kyselinou, jez nahrazuje

Exaaparium
/ COutar

Middle } coals
Inner

Cortex

Protoplzst
[spore corg)

Frotoplast
membrane

vodu
pii
udrzovani kvarterni struktury
pii  vazbach, polyaminy,
aminokyseliny a 3-
fosfoglycerat; refrakéni index

¢ini 1,54.

* Kortex RozliSujeme vnitini
kortex (20% kortexu) €1 sténu
spory a zevni kortex (80 %

kortexu). Zajistuje
nepropustnost (
nebarvitelny!), struktury

barvitelné dle Wirtze. Refrakéni index

s nizkym obsahem vody jsou
kortexu cCini 1,47. Kortex je tvofen

peptidoglykany, le¢ jen 20-30 % peptidoglykanovych jednotek je shodnych
s jednotkami v bunécné stén€. Zbylych 50-60 % jednotek ptedstavuje N-
acetylmuramovou kyselinu modifikovanou na N-acetylmuramyl —laktam, dalSich 18-
20 % kyseliny N-acetylmuramové je spojeno s L-alaninem namisto tetrapeptidu .
Tyto modifikace zajiStuji enzymy: membranové vazand Glu-mesoDmp hydroldaza a

cytosolova Ac-Ala-Glu-mesoDmp lyaza.
* Perikortikalni membrana

e Plasté slozené z proteinii bohatych na cystein (a podobnych keratinu), zajistuji

odolnost spor k pisobeni chemikalii.
* vySe zminéné exosporium u rodu Bacillus



Mikroskopie nékterych sporulujicich druhu bakterii:

Bacillus cereus

Clostridium tetani — paliCky
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Clostridium botulinum

‘ TEM, spora Bacillus stearothermophilus

-h '
b Y
Arrows indicate endospores of -]
‘ Clostridium botulinum (green)
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Paenibacillus polymyxa —
ovalné, vyklenujici spory
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Sporosarcina ureae —
kulaté spory uvnitf
ctvetice (balicku) bunck
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