L¢karska mikrobiologie pro ZDRL

Tyden 2 — 3: Morfologie a fyziologie bakterii
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O Cem s1 dnes budeme povidat

Morfologie bakterii Fyziologie bakterii
(sloZeni, tvary, (mnozeni, metabolismus,
usporadani, sporulace) vyuzivani substrati)

Barveni (= pozorovani Kultivace (= pozorovani
mikroba jako rustovych, tedy
morfologicke jednotky) |fyziologickych vlastnosti
mikroba




Morfologie bakterialni bunky

m / Cecho se sklada kazda bakterie

Nepovinné slozky bakterialni bunky

Jake jsou tvarové moznosti bakterie

-
.
m Jake jsou moznosti usporadani bakterii
-

Zvlastni formy zivota bakterii — spory




/. Ceho se sklada bakterialni bunka

StoCeny chromozom coby predchudce jadra
Ribozomy, nutn¢ k proteosynteze

Cytoplasma, prostredi uvniti bunky
Cytoplasmaticka membrana

Bunécna sténa

Vakuoly, bunéCné inkluze — doCasna zalezitost
Plasmidy

BiCiky a fimbrie

Pouzdro, biofilm
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Chromozom a ribozomy

m Chromozom kruhového tvaru
m Ribozomy jin¢€ nez v eukaryotnich bunkach

m Bakterialni ,,jadra* nejsou viditelna
v.optickem mikroskopu

m Krom¢ chromozomu je geneticka
informace 1 v plasmidech (Casto virového
puvodu)
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Jak muze bunka prijit k plasmidu

m Existuji v zasad¢ tf1 zpusoby: transdukce,
transformace a konjugace

m Pro rtiizné bakterie je typicky ten nebo
onen, anebo zadny zpusob

m Je to 1 prakticky vyznamné — plasmidy
koduji treba 1 rezistenci na antibiotika
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rozpaddjici se bakterie, ze kieré se
uvolnuje DNA
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Cytoplasma a cytoplasmatlcka
membrana

m Jak v cytoplasmé, tak 1 na cytoplasmaticke
membran¢ probiha rada chemickych procesu

m Na membrané predevsSim ty, kter¢ vyuzivaji
rozdilu napf. v koncentraci urCitych iontu vné
a uvniti bunky

m Membrana zaroven chrani bunku pred
chemickymi a jinymi vlivy
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Bunécna steéna

Grampozitivni bakterie maji bunécnou sténu
tlustou a jednoduchou

Gramnegativni bakterie maji bunécnou sténu
tenkou a slozit€)si

Ne¢ktere bakterie maji jinou bunécénou sténu

(mykobakteria — acidoresistentni, v bunce jsou
mykolove kyseliny)

N¢které bakterie (mykoplasmata) bunécnou
sténu vubec nemaji




Zakl‘adem ka.zde bunecesteny Je
peptldoglykan (murem)
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Grampozitivni bunécna sténa

Teichoic acid

Wall associated

Lipoteichoic
acid
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Fimbrie a biCiky
m Mnohe¢ bakterie jsou schopny pohybu

m K pohybu slouzi hlavné biCiky

m Fimbrie mohou vedle pohybu slouzit napt.
1 k adhez1 bakterie na povrch, ke konjugaci
a podobn¢

m Biciky bakterii jsou uplné jine nez biciky
eukaryotnich organismu




Bakterie s biCiky (Escherichia coli)
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Pouzdro a biofilm

m Pouzdro obklopuje jednotlivou bakterii, popf-
dvojici. Neni to uz integralni soucast
bakterialni bunky, spiS nanosy molekul
(vetSinou polysacharidu), kter¢ bunku chrani

m Biofilm je souvisla vrstva, vznikla z bakterii,
jejich pouzder a dalSiho materialu. Biofilm je
mnohem odolnéjsi nez jednotliva bakterie,
z1jici v tzv. planktonickeé formée
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m Direct contact of a planktonic

with a > +
. to this surface E——
. , and of cells,
into microcolonies
m Production of polymeric —_—

m Formation of three-dimensional structure
known as




pouzdro
m V barvenidle E

nabarveny
bakterie na
cerveno a
pozadi pak
dobarveno tusi, g
tusi se pak
pouzdro tam,
kde se nic
neobarvilo

Capsula
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Sporulace

Sporulace je n€co jako zimni spanek, ale
dovedeny oproti zimnimu spanku zvifat k
mnohem véEtsSi dokonalosti

Spory pieziji velmi vysoke teploty, vyschnuti,
desinfekci a podobné

Spora vznika jako endospora: bunka se

rozd¢li, ale neoddéli uplné: jedna Cast se méni
ve sporu, ktera je zavzata do t€¢ druhé bunky

Nepletme si spory bakterii a spory hub!




ex o B Subtilis
B, Cerens
B, Thuringiensis
B, dnthracis

ex - B, Polvovma (five le N2)

ex * B. Pasteurti (dégrade 1Urée)
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Spory jsou biochemicky
1naktivni. samv o sob€ se nebarvi




Tvarové moznosti bakterii

m Koky (kulate, protahle, ploche)

m KokotyCinky

m TyCinky (rovne¢, zahnuté, s oblymi ¢1
SpiCatymi konci, tluste, tenke)

m Vlidknité bakterie (zvlastni pripad tyCinek)

m Spiralni bakterie — spirochety

m Beztvare bakterie, napt. mykoplasmata







Spirochety




L

i

=

-

Jests jednou spiroch
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Moznosti usporadani bakterii

Jednotlive

Dvojice

Ctvefice, skupiny po osmi ﬁ J
Shhﬂ(y havrani
Reti Zky kiidla

U tyc¢inek: palisady (|||||), fetizky (-----

palisada

)
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Mikroskopie bakterii

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

m V optickém mikroskopu jsou viditelné
mizerne. Lepe je vidime pokud se pohybuji,
anebo pokud je fixujeme a n¢jakym zpusobem
obarvime

m K jednoduchému barveni muzeme pouzit kde
co, napriklad methylenovou modr




Gramovo barveni

Gram + Gram -
Krystalova |Obarvi se na Pevn¢ se obarvi
violet 30 s | fialovo na fialovo
Lugol 30 s |Barva se zesili Prakticky se nic

nestane

Alkohol 15 s

Nestaci se obarvit

Odbarvi se

Safranin 60 s

VSse dosud neobarvené se obarvi na

cerveno







Dalsi barvici metody

m Barveni podle Giemsy — spiSe na parazity,
na bakterie je prilis ,,brutalni‘

m Barveni dle Ziehl-Neelsena na
acidorezistentni bakteria

m Barveni pouzder dle Burriho

m Barveni fluorescenénimi barvivy




Fluorescencni barveni
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Specialni mikroskopicke techniky

m Mikroskopie v zastinu — pouziva se u
svétlolomnych objektu (napt. spirochet). Na
objekt dopadaji paprsky zeSikma a do oka
dopadnou POUZE ty, kter¢ se na ném zlomi

Anglicky se ji fika ,,darkfield microscopy* —
mikroskopie v temneém poli. Pozadi je tmave,
bakterie svétla

m Mikroskopie ve fazovem kontrastu vyuziva
fazovy posun paprsku
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Fyziologie bakterii

m Tak jako kazdy organismus, 1 bakterie maji
svi] katabolismus a anabolismus

m Katabolismus muze byt troji:

Fermentace — Stépeni bez potreby kysliku. Malo
energeticky vyhodny, ale nepotiebuje kyslik

Aerobni respirace — z mala Zivin se ziska hodné
energie, je ale nutny kyslik

Anaerobni respirace — jiny akceptor elektront




Mnozeni bakterii

m Kazda bakterie ma svou generaCni dobu

m Za jednu generacni dobu jsou z jedné dve,
za desetinasobek je z jedné 1024 bakterii
(teoreticky) a podobné

m Idedlni mnozeni by existovalo pouze
kdybychom neustale pridavali Ziviny a
poprt. kyslik a odebirali odpadni produkty
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Realna rustova kiivka

Faze latence — bakterie jsme nechali kultivovat,
ale jesté jich nepribyva

Faze exponencialni — rust se zrychluje

Faze stacionarni — rostou porad stejné rychle
Zpomaleni a zastaveni rustu — doSly Ziviny, je
priliS mnoho odpadu, nebo bakterie samy
reguluji sviy pocet pomoci ,,quorum sensingu




Substraty

m Pro své energetické potreby vyuzivaji
bakterie ruzné substraty
m Kazda bakterie ma jinou Skalu substrati,

jinou Skalu biochemickych reakci, ktere
provozuje

m Tyto rozdily lze velice dobie vyuzivat pri
diagnostice bakterii




Priklad — ureazova aktivita
helikobaktektera

g plag




Podminky

m Pro kultivaci bakterii jsou nutne urcite
podminky

m Nestaci takove, aby bakterie prezivala.
Musi byt 1 schopna se mnozit

m Podminky musi byt splnény, co se tyCe
teploty, pH, koncentrace soli a mnoha
dalSich véci

m Nepusobi pritom jednotlivé, kombinuji se
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Kultivace bakterii obecné
m Bakteriim musime pripravit prijjatelne
vn¢jsi podminky — teplotu, vlhkost apod.

m Acrobni a fakultativné€ anaerobni bakterie
muzeme pestovat za normalni atmostery

m Striktn¢ anaerobni bakterie vyzaduji
atmosteru bez kysliku

m Pouzivame ruzna kultivacni média, slouzici
k urCitym ucelum







Smysl kultivace bakterii

m ProC vlastné v laboratori bakterie péstujeme?

Abychom je udrzeli pi1 Zivoté a pomnozili. K
tomu slouzi kultivace na tekutych pudach 1 na
,,pevnych* pudach (to jsou pudy, ktere netecCou,
jejich zakladem je vEétSinou agarova rasa)

o/

Abychom ziskali kmen — pouze pevne pudy

Abychom je vzajemné odliSili a oddé€lili —
pouzivaji se diagnostické a selektivni pudy,
slouzici k 1dentifikaci




Vzorek a kmen

m Vzorek je to, co se odebira pacientovi.
Vzorek obsahuje bunky makroorganismu,
ruzny pocet druhu mikrobu (nula az tfeba
dvacet) a dalSi primeési

m Kmen — 1zolat — je populace jedn¢ bakterie,
1zolovana ze vzorku na pevné pudé

m Abychom ziskali kmen, musime baktern
péstovat na pevne pudée a dobie rozoCkovat




Pojem kolonie

m Kolonie je Utvar na povrchu pevne pudy.
Pochazi z jedné bunky nebo malé skupinky
bun¢k (dvojice, fetizku, shluku)

m V nékterych pripadech muzeme z poctu kolonii
odhadnout poc¢et mikrobu ve vzorku — nebo
presn¢j1 pocCet ,.kolonii tvoricich jednotek*
(CFU)

m Popis kolonii ma vyznamné¢ misto v diagnostice
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Piste budeme pokraCovat povidanim'o
jednotlivych typech kultivacnich pud

Nashledanou

ra




