Protokol ¢.6
Diferencia¢ni barveni bakterilnich endospor
Zvyraznéni bunék rodu Bacillus negativnim barvenim

Cil prace:
Kolik endospor mtze byt pfitomno vjedné bakterialni bunice? Pro€ je jejich barveni
problematické? Co ma barveni spor spoleéného s barvenim acidorezistentnim? Ktery

bakterialni rod bude mikroskopovan? Jsou negativnim barvenim barveny bunky?

Teoreticka ¢ast:

Jaké bunééné formy v doménich Bacteria a Archaea rozeznavame? Krome rostoucich a
délicich se }Vegetaﬁvm'ch forem bunék‘ zde nachazime 1 struktury dovolwjici preziti nepfiznivych
podminek. Jsou to \M‘ odolné proti dehydrataci, ne vSak proti horku (napf. u roda
Azotobacter, Myxococcus, Sporocytophaga, kdy je cela bunika obklopena protektivni vrstvou
nad buné¢nou sténou). Rody Metvlosimus and Rhodomicrobium vytvafi termostabilni
lexospory. [Konidiemi zase nazjvime termosenzitivni asexudlni reprodukéni  struktury

produkované riiznymi rody aktinomycet. Kone¢né¢ lendospory jsou odolnymi klidovymi stadii

s nékolika vyjimecnymi charakteristikama:

¢ Oproti doméné Eucarya je v bufice pfitomna pouze jedna endospora

% Peptidoglykan v kortexu spory je zcela jiného charakteru nez peptidoglykan samotné
bunky vytvatejici sporu

*» Makromolekuly ve spofe jsou stabilizovany pfitomnosti specifickych bilkovin, dile
ztratou vody a jeji ndhradou vapnikem (pouze zde unikatni kyselina dipikolinova)

% Jsou odolné k plsobeni UV a y zifeni, vysouSeni, lysozymu, teplotnim zménam,
nedostatku zivin a plsobeni mnoha dezinfekénich prostfedkti. V ethanolu mohou
prezivat nékolik mésicu.

s Vysoka odolnost napomaha preCkat podminky nevhodné pro zivot 1 po tisice let (P);
jsou prostiedkem $ifeni bakterii 1 na znacné vzdalenosti a v riizném prostiedi. Tvorba
spory vSak neni odpovédi na prostiedi, ale pFipravou na nepriznivé podminky.
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K ¢emu je barveni endospor dobré? Diagnostické Gramovo barveni urci G+ a G- typ
bunééné stény; soub&zné barveni spor u suspektnich sporulujicich druhti zvyrazni: tvar a
umisténi spory v builice, coZ je dalsim charakteristickym znakem napomaihajicim identifikaci.
Ptikladem jsou vzdy ovalné spory Bacillus anthracis, B. cereus, Clostridium botulinum, kulaté
spory Clostridium tetani &1 B. sphaericus, cylindrické €1 elipsoidni spory dalSich druht. U
velikosti spor hodnotime, zda a kde vyklenuje buriku.

Ulozeni v bunce: termindlni = na konci ty¢inky (C. tetani jakoby palicky),
B. stearotermophilus
centralni (C. hustolyticumn, C. novyi, C. septicum, B. anthracis, B. cereus)
subtermindlni = paracentralné = mezi sttedem a polem bunky, vétSinou.
(C. botulimum, C. sporogenes, B. brevis)

Endospory jsou vytvifeny malym poétem prevazné G+ bakterii rodi
Baci/lus (aerobni tyCky), Clostridum, Thermoactinomyces,
Desulfotomaculum  (anaerobni  tyCky), Sporosarcina (aerobni koky),
Sporolactobacillus, Oscillospira, Thermoactinomyces... Vyjime¢n€ vsak
endospory nachizime 1 u nékterymi G - bakterii! (Pf: Coxiella burnet,
puvodce Q-horecky).

Pozorovat neobarvené endospory muzeme fiazovym (zafici spory) a
Nomarského kontrastem (plasticky povrch buiiky); jednoduchym barvenim
nevidime spory samotné (obarvime pouze bunécnou sténu), jen vyklenuti
buiiky (zplsobené piitomnosti spor). PFimo obarvit endosporu ve stadiu
vzniku kortexu je mozné pouze za horka (prospora je vsak pro barvivo jesté
propustna!).

Mozné umisténi endospory
a pripadné vyklenuti bunky
jako identifika¢ni znak

Ve cviCeni vyuZijeme dvou typll barveni - strukturdlniho (diferencia¢niho) a
negativniho (obarveni pouze pozadi preparatu - tedy sklicka). ‘Strukturélni barvenl’l se pouziva k
identifikaci a studiu bakteridlnich struktur, kupiikladu endospor, pouzder, biCiku, mnkluzi...
Baktenidlni spory $patné piijimaji barvivo vzhledem k rigidnimu $patné propustnému obalu,
proto se obarvi az béhem varu (steyné jako napt. acidorezistentni bakterie - Mycobacterium,
které bychom Gramovym barvenim neobarvili vzhledem k obsahu mykolovych kyselin
v bunééné sténg). |Negaﬁvnim barvenim| obarvime okoli bunék, nikoli butiky samotné. VyuZiva

se pro méfeni presné velikosti bakterialni buniky. Nabarvi se totiz jen pozadi (skli¢ko), nikoli
buiika samotnd. Tim neni velikost bufiky deformovana fixaci ani barvivem.
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Matendl a pouZité mikroorganismy:

Bakterialni kmeny: Bacillus cereus CCM 2010.... P?
podlozni a kryci skla, bakteriologicka klicka

stiicka s vodou

filtracni papir

sterilni destilovand voda

nigrosin (negativni barveni)

malachitova zelen, safranin (barveni spor)

kahan

pinzeta

mikroskop (Z 1000x)
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Postup:

A. Barveni spor malachitovou zeleni - Schaefferova-Fultonova metoda

FIXOVANY PREPARAT

Uschly natér bunék na skli¢ko fixujeme trojim protazenim v plameni

Prevrstvime malachitovou zeleni, pfekryjeme filtracnim papirem

Zahtivame 5 minut do vystupu par, dopliiujeme barvivo

Oplichneme vodou

Dobarvime kontrastnim barvivem - safraninem nebo kongo - ¢erveni (pfevrstvenim 30s)
Oplachnout vodou, ususit, pozorujeme pod 1merzi, 7. 1000x

Pozorovini:  Pozorujeme zelené spory uvnitf ¢ervenych bunék a mizeme hodnotit tvar a
umisténi spor uvnitf té€chto bun€k (napomadha identifikaci sporulujicich druht).
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| B. Negativni barveni bun€k nigrosinem

NEFIXOVANY PREPARAT

A\

asepticky pfeneseme 1 klicku bakterialnich bunék do malé kapky destilované vody,
vedle se pfidda mala kapka nigrosinu

kapky se rozmichaji klickou a rozetfou se jemnym tahem druhého sklicka (piilozeného
pod thlem 45° po celé ploCe podlozniho skla), druhé sklicko ozihneme

bez oplachovani se necha zaschnout na vzduchu

dulezité: vytvorit jen tenky film barviva s dostate¢né zfedénymi buiitkami.

pozorujeme pod mmerzi (Z 1000x)
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Pozoravani: zaticich bunek na sedém pozadi

Bacillus cereus CCM 2010
nigrosin

’Co ovliviluje V}'fsledek:‘ tloustka vrstvy barviva (silny nanos muize po zaschnuti praskat),
koncentrace barviva.




Vyznam barveni spor do Zavéru:
Pouziva se na diferenciaci spor bacill a klostridii 1 na rozliseni askospor kvasinek.

Spory se velmi t€¢Zko barvi 1 po fixaci, nebot’ maji silny, Spatné prostupny obal. Chceme-li spory
obarvit, musime pouzit koncentrovana barviva za tepla nebo rizna mofidla. Takto obarvené
spory se t€Zko odbarvuji kyselinami a jinymi slou¢eninami (napf. alkoholem), ¢ehoz se vyuziva
k diferenciaci spor. Barvitelnost spor ovSsem zileZi na jejich vyvojovém stadium, je podminéna
stafim kultury, kvalitou zivné ptdy, individualnimi vlastnostmi mikrobt, a proto nelze barvicich
metod pouzivat schematicky. Barvitelnost spor se také (podobné jako u plisni) zlepsi pouzitim
sporulac¢nich médii (s pfidavkem manganu).



Zajimavosti:
Medicinsky a technologicky vyznamné jsou spory rodt Bacillus a Clostridium.
s Clostridium botulinun:. sporulujici buniky odolavaji 2-6 hodin teplot¢ 100 °C
oproti nesporulujicim, které hynou po 30' pt1 70 °C! Spory jsou maktivovany po
20" pti 121 °C vodni pary pi1 2atm (0,2Mpa) a po 90" - 180" pi1 160 - 200 °C
suchého tepla, vysoce termorezistentni, pfeziji az pétihodinovy var.
s Clostridium tetani - tetanus. Ke zni€eni spor nutno ptsobit 100°C po 90 minut.
« Bacillus anthracis - biologicka zbran, anthrax
¢ biopesticidy - Bt toxin = bilkovina spor Bacillus thuringiensis var.israelensis
Sporicidni  latky: ethylenoxid, beta-propionlakton, koncentrované louhy a kyseliny,
formaldehyd pfi prodlouzené expozici, kyselina peroctova - Persteril, jodové preparaty,
chloramin.

‘Sporulaci nazyvame proces vzniku (endo)sp01y.|

0 Ke studiu sporulace je pouzivano bakteriii rodu Bacillus, hlavné B. subtllis

Sporulace probiha 1 pfi dostatku Zivin, hlavné vsak ve stacionarni fazi

0 Bchem sporulace B. subtllis mizeme rozlisit 7 fazi (I -VII), jez lze charakterizovat
morfologicky a na molekularné biologické drovni. Za proces vzniku endospory
zodpovida 7 - 8 gentl.

0 Proces za¢ind ve faz1 G1, v pribéhu vzniku pfepdzky (na konci G1) je 1z jasné, zda
vznikne vegetativni butika nebo spora, bunika pfechizi od binarniho déleni ku sporulaci

O V misté prepazky se dvojté vchlipi cytoplazmatickd membrina

a Prospora se utvafi v tzv. sporogenni zong. Primarné se prepisuji geny, které piipravi
prostor pro sporu, zvySuje se kvantum volutinu (= prvni znamka sporulace, zvvsené
mnozstvi volutinu zjistime jeho nabarvenim). Druhym signilem sporulace je zvySeni
mnoZstvi enzymu. Buiika zvySuje spotiebu acetitu, zvySeni poctu enzyml Krebsova
cyklu a hydroliz

0 Zbiochemického pohledu se na procesu sporulace se podili amylazy, protedzy,
fosfatazy, DNazy.

0 Jednou odstartovany proces sporulace jiz nejde zastavit.
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cytoplazmatické membrany. Pfestivda fungovat DNA spory, Kroky pfebird druhy
nukleoid. Sporogenni zona je homogenizovana a zahu$ténd. M4 vzdy jinou hustotu nez
zbyly obsah buriky.

Faze 111
Charakterizuje ji proliferace cytoplazmatické membrany kolem obou vydélenych ¢4sti
buiiky, u prespory dochdzi k zaobaleni dvéma membrinami - intina a extina
(vchlipenim  cytoplazmatické). Vchlipenim CM se vytvori septum, které postupné
rozd€li butiku na dvé nestejné ¢asti. Do obou se rozdéli DNA. Do prespory se vklada
mnoho vipniku a syntetizuje se v ni kyselina dipikolinova, vznikd prospora.
Volutinu ubyva
Hustotou se blizi hustoté spory
Neni dosud svétlolomna (refraktilni), nezobrazi se tedy, nesviti, pfi mikroskopii ve
fazovém kontrastu.
Faze IV
Tvofti se kortex spory (tvoii jej aktivni chromozom) s peptidoglykanem o sloZeni lisicim
se od peptidoglykanu bunéfné st€ny. V momenté vzniku kortexu jiz dovnitf
nepronikne nic neZ voda. Pfi vzniku kortexu jizZ minimalni obsah volutinu.
Ve spofe obsaZena kyselina dipikolinovd (syntetizoviana matefskou bufikou, transport;
mald molekula; mnozstvi regulovano - mira termorezistence). Kalcium dipikolindt je
charakteristickd sloZzka pouze v endosporich. Kyselina stabilizuje kvarterni strukturu
DNA ve vazbich) a velké mnozstvi Ca’ 1ontl (pro n€ neni primarni transportni
systém, transport antiportem).
Pod kortexem vznika dalsi vrstva peptidoglykanu, na povrchu celé spory pak proteinovy
obal bohaty na cystein. Svétlolomnost (fizovy a Nomarského kontrast).
Endospora je jiz svétlolomnd, se vznikem kortexu jiz spora nepropustnd pro barvivo,
obarvitelnd aZ pfi vystupu par.
Fize V
0 Probihi syntéza plasté - 2 vrstevného, poté dalsiho plaste.
0 V dob¢ vzniku plasté jiz spora obsahuje minimum vody
0 U pfislusnikt rodu Bacillus vznika exosporium slozené z deseti proteinli, polysacharidd a
Lipid{. Cellwall ~ Cytoplasm ) Spare septum begins to isolate newly replicated
0 Unikatnost bilkovin plaste: o\ ~ DNA and a small portion of cytaplasm.
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Faze VI Yo S N
0 Maturace endospory a lyza | Bacteralchromosome ona) &)
matei'ské buiiky, uvoln€ni zralych | (a) sporuiation, ihe process of endospore formation \
sSpor ©) Spore septum surrounds isolated portion,
forming forespore.
Fize VII Two membranes a\g &
0 Volnd zrald spora.  Vngsi
architektura, poCet a tvar plastd - Q. —— s,
zavisi na buiice. v
Seznam  proteini  zahrnutych  do @ &
procesu sporulace l.ze.nalézt na adrese | (b Anendesporein B Wi
http://expasyv.org/cgi-bin/get- © Endospore is freed from cell torma:
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Germinace

Germinaci rozumime rychly proces kli¢eni spory. Zacina spontanni aktivaci spory.

Kli¢eni spory B. cereus

destabilizaci plasté - pii ptsobeni teploty 70-85 °C po 5 - 10 minutich, dalSimi
aktivatory jsou malé organické molekuly - malé kyseliny, vitaminy, zvy$eni poctu bazi,
L-Ala, Ado a Ino. V laboratofich zahtati v pfitomnosti vody. Aktivovand spora piyima
vodu a ztrici rezistenci - bilkovinné stabilizitory jako vnitfni soucdsti se zaCinaji
rozkladat, vzniklé aminokyseliny slouZi jako stavebni kameny novych proteint.

Nejprve ovlivnéna proteosyntéza (hlavné degrada¢ni enzymy - proto ve spofe dostatek
Mg)

V dobé, kdy bunka tvoii energii za¢ind fungovat regulaéni apariat chromozomu (ATP=
signal aktivace chromozomu)

Prvni  enzymy - glykosidizy -  metabolizovani  kortexu, poté  extiny
(fostolipidy+bilkovina+polysacharid)

Lyticky enzym: p68 => p29 (kortikohydroliza) - depolymerizuje kortex pro nastupny pranik vody. Po
dvou hodinich po germinaci spory nédsleduje d€leni vegetativni buiiky.

Inhibice kli¢eni: D-Ala, MgCl.,, PMSF

1) terminalni germinace - na kratsim konci spory
2)centralni - v podélné ose spory

Stavba zralé spéryl

e Jddro - obsahujici sporoplast €i protoplast : stroma

spory predstavuje gelovou matrix, tvofenou bakterialnim jadernym ekvivalentem - nuklemdem

kalcium dipikolindtem (CDPA)

nebo pvridin-2,6-dikarboxvlovou

Exosparium kyselinou, jez nahrazuje vodu pfi
Outer udrzovani kvarterni struktury pii
Middie § coals vazbich, polyaminy,
Inner

aminokyseliny a 3-fosfoglycerit;
refrakéni index ¢ini 1,54.

o e Kortex RozliSujeme  vmitini
kortex (209 kortexu) ¢ sténu
Prf;;é’r‘:s:m spory a zevni Kkortex (80 9%
kortexu). Zajistuje nepropustnost
Protoplast (nebarvitelny!), struktury
membrane s nizkym obsahem vody jsou

barvitelné dle Wirtze. Refrakéni

mdex kortexu ¢ini 1,47. Kortex je tvofen peptidoglykany, le€ jen 20-30 % peptidoglykanovych
jednotek je shodnych s jednotkami v bunécné sténé. Zbylych 50-60 % jednotek piedstavuje N-
acetylmuramovou kyselinu modifikovanou na N-acetylmuramyl -laktam, dalSich 18-20 %

kyseliny

N-acetylmuramové je spojeno s L-alaninem namisto tetrapeptidu . Tyto modifikace



zapstuji enzymy: membrianové vizania Glu-mesoDmp hydroliza a cytosolova Ac-Ala-Glu-
mesoDmp lyaza.

*  Perikortikilni membrana

e Plasté sloZené z proteinti bohatych na cystein (a podobnych Kkeratinu), zajistuji odolnost spor
k ptsobeni chemikalii.

*  vySe zminéné exosporium u rodu Bacillus

Mikroskopie nékterych sporulujicich druhi bakterii:

Bacillus cereus

- 204 Clostridium tetani - paliCky




-

Clostridium botulinum

# TEM, spora Bacillus stearothermophilus

oy *
-
Arrows indicate endospores of -
‘ Clostridium botulinum (green)

Paenibacillus polymyxa —
v ovalné, vyklenujici spory
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Sporosarcina ureae —
kulaté spory uvnitt
ctvetice (balicku) bunck
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