Uvod ke cvi¢enim
Mikrobiologie

"The role of the infinitely small in nature 1s infinitely large"
Louis Pasteur



Sylabus cviCeni

Priprava a sterilizace zivnvch medii

Ockovani a uchovavani mikroorganismu

Makroskopické a mikroskopické pozorovani

Pocitani zivotaschopnvch bakterii - sporulace

Izolace ptudnich mikroorganismu
Mikrobiologicky rozbor vody

Prukaz bakterialnich spor

Kvasinky; vitalni test

Bakterie a jejch cithvost na antibiotika

Z.akladni biochemické testy
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Cytologie a mortologie bakterii
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Morfologie  win i

e Buniky
e Charakteristickych shluka bunék |

e txtracelularnich atvaru (spory,

konidie, sporangia, pouzdra..)

e BakicriIni kolonie
Vétsinou druhové charakteristické
= 1dentifika¢ni znak
Pozor na: faz1 rustového cyklu!
endospory vyklenujici buniku
staii kultury Clostridium
pleomorfni buiiky | i g
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Ple:)lmorfni bunky rodt
Corynebacterium «°

Acidorezistentni bunky:
Odmitajyi Gramovo barveni

Odmitaji se po nabarveni odbarvit ethanolem
1 kyselinou. Pt: Corynebacterium, Nocardia...

Mortologie pleomorinich bun¢k.
Dalsi potiz:

 Jsou barvitelné Gramem?

Haemophilus - ano

ové kys
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Ze1hl-Neelsonovo barveni (Cervené)
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o b mikroskopie?
_ | Typ preparitu
Typ mikroskopie
(typ b. stény,

prukaz struktur,
rustového cyklu)

Zivy (nativni) preparat bez fixace-
vidime nedeformovany tvar butiky,
spory, morfologn seskupeni bunék, pohyb bunék



http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Mycobacterium_tuberculosis&action=edit&redlink=1

Mortfologie bunky s
e PREPARAT

- co chceme vidéet? - podle toho preparat a typ mikroskopie

Fazovy kontrast
Fluorescencéni
Elektronova...

tvar bunky - fizovy kontrast, barveny fixovany prep.

a struktur
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Cramovo barveni

pohyb bunky - fizovy kontrast, fluorescence

barvené struktury - pomahaji identifikaci ens, siv

tvp bunécéné stény - Gramovo a acidorezistentni b.




U jednoho bakterialniho rodu
ruzny vzhled char. tvaru bunky!
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Posuzuyjeme-hi vzhled bunky
urcitého bakterialniho druhu, je treba s1
uvédomut:
1) Prochazi tento druh rustovymi cykly?

- v kazdém z nich ma pak bunka jnou morfologn!

Pr: Chlamydia Bdellovibrio, Streptomyces,
Caulobacter, myxobakterie....

Me¢ni se nejen vzhled bunky, o [
ale bunika v cyklech prochazi “"F'“"“/X”Y‘Tm =
typickou zménou vnitinich ] % ) Yy
struktur. - °
Bunécny cyklus \)\jj :./
Caulobacter crescentus 7 | assombly
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Mortfologie bunky vprostred
bunécného cyklu
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-u nékterych jeho druht 1 u jinych rodu navic rizna barvitelnost
Gramem pi1 rizném stafi bunék - az gramlabilni
. PI'1 popisu preparatu nutno uvazovat stari buné€k!




2) Vytvari posuzovany druh endospory?

- v preparatu pak mohou meénit tvar bunék!

4BaCI'IJUS anthracis
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Clostridium ditficile

S Clostridium tetani

,»Vojak umirajici na tetanus®

Sir Charles Bell

lukovité prohnuti zad (opistotonus)
kfeCovity vyraz

Origindl je k vidéni:

Royal College of Surgeons

of Edinburgh, Scotland.




Endospory VS. exospory

e G+ bakterie - endospory

termorezistentni

Sporosarcina - baliCky 8 bunék
i fazovy kontrast
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ALE: Pr: Coxiellaje G- a tvofi endospory!

e Konidie: Actinobacteria




3) Starnutim méni bunky tvar

! ZlVlIly, tlak, OSInOlarlta Pleomortni mykoplazmata:

nejmensi bakterialni

5) pleomorini bunky - pt. rody MycoDxesértiirm:

bez bunécné sténi! Poté:

Corynebacterium, Haemophillus, A@@W‘?’]E@WY

smoticky stabilni v host.b.

vibezky
Mycoplasma .
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* m velké vklu

Corynebacterium stiidaji $ elementar.t€lisky




Co je mozno vyCist z tvaru bunky

e tvar bunky napovida o metabolické aktivité

(kokowité bunky vykazuji max. metabol. aktivitu)



Cytologie

BAKTERIALNTI BUNmeukawotm

* nutno porovnat pro pochopeni fyziologie

e bakterialni bunnka méné€ diferencovana, ale:
- Siroky rozsah fci membrany
- adaptabilita, geneticka a tyziologicka flexibilita
- malo bunééného materialu, vysoka rychlost reprodukce

- j1inda komunikace mez1 bunkami (receptory, quorum sensing, pil), jna
organizace genet. materiilu a membrany, jiny typ pohybu a déleni bunky,
bakterialni b. nemaji endocytézu

e reakce v cytoplazmé, periplazmatickém prostoru ¢1 mimo buniku!

* metody biochemické, mikroskopie - zde pf1 pozorovani struktur v preparatu
pozor na artefakty (napf. fixovany preparat - meéni podobu bunky)

e studyim cytologickym napomahaji studie fyziologické a genetické



e - r1bozomy - rozdil proti eukaryotim, proteiny, jina
molekul biol

e -genet material

e - biCik - struktura a fce (G- versus spirochety -
periplazma, typy lokomoce), gradient p+ ne ATP, pili,
fimbrie - adheze, spiny

e -1nkluze (karboxyzomy, magnetozomy, S, PHB,
krystaly - thuringiensis)

* - pigmenty

e —- vztah k identifikaci, funkci pro bunku, pochopeni
fyziologie a naopak: pr: morfologie genetického
materialu pr1 kultivaci v ruznych mediich (na rychlost
segregace a replikace genet. materialu, jina rychlost
déleni bunky atd.)



e rozdily ve strukturach v 1is1 bakterii - G+ a G- atd.

e CytoplazmaticaA membrana a bunéCna sténa:

e peptidoglykan + slozky v ném (teichoové k., mykolové kys)

e druhy bez bunécné stény - kde v taxonomi

* CM membrina - poméry, fce a struktura proteinti, lipidi, vnéjsi
membrana G-, LPS, PS, LP, periplazma

- mezozomy, fce na membrané, fotosyntéza, typy metabolismu

 Bunécné povrchy

e bilkovina, sachard
e 1munita makroorganismu

e CY] “()(gf())i[ij prostiedi (S-layer, pouzdra, slizy, biofilm)




Morfologie charakteristickych

shlukii bunék
o typické shluky napomahaji identil

fetizky koku: Streptococcus

fetizky bacilu: Bacillus B W
palisady: Corynebacterium A e
tetrady koku: Micrococcus Bau\¥ -

baliCky = sarciny Sarcina

YT ¥ hrozniCky: Staphylococcus




Mortologie bakt. kolonii

e potfeba zvazit typ media, ne kterém kolonie hodnotime!
kultivace - zda viibec kultivovatelné?? - sledovani typu kolonii

Pt: sledovani mortfologie kolonii

- univerzalni media, jiny vhled na

selektivnim - zda viibec rist ¢1 ne? barevna reakce?)
S-, R- a M-formy
sledovani pohybu terasovité kolonie (Pt: Proteus)
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E.coli na agaru EMB (Eosin Methylene Blue Agar)

Bakteridlni kolonie na
II. diagnost. pudach

den druh
bakterie

 riuzna media

E.coli na krevnim agaru E.colina MacConkey agaru

E.col na"8@ diu Cysteine Lactose Electrolyte Deficient Agar



Bakteralni kolonie na
III. selektivnich pudach
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Mpycobacterrum tuberculosis
obohaceni a selektivni Lowenstein-Jensenova

]

0157:H7 ID Agar : . other E. coli 01

medium selektivni az na kmen! "1 f
Detekce kmene . coli O157:H7 < Proteus ’1 |
proti jinym kmenum £. coli \ 37w
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Kontaminace na misce!




Cytologie

BAKTERIALNI BUNKA x v, cukaryomni
* nutno porovnat pm\q\gﬁap/eni fyziologie

Frokaryotic cell Eukaryotic cell

Flasma membrane
Cytaplasm
D&
Mucleaid region
Mucleus

Fibozomes

10-100 pm



Zvlastmosti prokaryotické burky

71vy, otevireny systém schopny regulace a autoreprodukce

jadro neoddéleno od CPL membranou, véts. kruhova ( linearni) DNA
haploidni buriky (1 alela) mnozici se nepohlavné

bez bunéénych organel, jedind membrana je cytoplasmaticka

ribosomy se 1isi od ribosomu eukaryotnich bun€k - mensi, voln& v CPL

vyjma Archea:
5S, 16S a 23S rRNA

translace zaCina N-formylmethioninem

geny pro RNA bez intront
specifické struktury a vlastnosti bakt. bunky:

peptidoglykan (az na mykoplasmata) "y i ’11 a

G- Isteroly v membrandch zcela vijimeéné 4 ;'il* T I_; '

el DICEK -~ globul. bilk. flagelin, pohyb rotaci -F'{'t.l-"il--'"_r’ = T T
anaerobiosa, schopnost vazat N ~= phig

peptidoglykan *!-‘{r_'_'r f
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tvorba kyseliny PHB (zasob.l.)
pokud fotosyntéza - anoxigenni




Pr: klasifikace: rod Aeromonas

e Ae nas |22 species
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Cesk4 sbirka mikroorganismi (CCM
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* uchovava kultury bakterii a hub pro e

- zakladni a aplikovany vyzkum
- prumyslové vyuziti, biotechnologi
- referenCni kmeny pro klinické laboratofe
humanniho a veterinarniho zameéreni
- vyuku
e 2 500 kmenu bakterii (© 280 rodu, 930 druhi)
e 600 kmeni vldknitych hub (© 200 rodi, 560 druhu)




BezpecCnost a zasady price

Plast, prezuvky, skrinky, jidlo, piti

MO - Biohazard group 0
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Kahan zapnuty jen po dobu prace s nim




Nemluvit pf1 oCkovani mikroorganismu T

Popisovani misek: zespodu, na dno
na vicko u polotekutého media

Nevylévat nic do odpadu,
prosime neodnaset kultury

O naplni cviCeni se mformovat predem
Viz Studyni materialy - prosim pfiprava




