w\eesencialni struktury*

e Inkluze

* Vrstvy vné bunécné stény

* Struktury pohybu

 Fimbrie

Z.a urcitych podminek muze chybét i
bunéc¢na sténa (néktera Archea, mykoplazmata,
chlamydie)




Inkluze

» Zasobni latky

* produkty metabolismu

* uloZen¢ nepotrebné latky z vné€jSku a prozatim bez
funkce (kvasinky a stafylokoky hromadi vitaminy)

* Bez membrany nebo s membranou
—————— neni biologicka

----- neni dvojvrstvou fosfolipidi.

Je jednovrstevna: bilkovina+lipid
bilkovina+polysacharid
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a) obdané membranou — 1 vrstva
fosfolipidu (az na plyn.vakuoly)

P Parasporalnis
Glykogen glze ;%
PHB
Sira
Plynové vakuoly
Karboxizomy

Chlorobiové vacky




polyfosfat a ~

polyhedral carboxysomes

from H . neapolitanus,
M¢titko: 100nm

Kok z Itaipu Lagoon, Brazilie f.;lm. .
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Glykogen

" Oy K H H O H o-1,6 linkage
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Nonreducing ends
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HO
H  oOH H CH H OH H OH
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Structural features of glycogen

membranovy 160 — 300 nm, az 50% suSiny

pocet 1-10

rozpustny polymer glukozy

a-1,4-vazby a a-1,6 vétveni na kazdém 8-10tém

monomeru

Muze a nemusi mit membranu

Ve svételném mikroskopu neni viditelny:

Barveni lugolovym roztokem




Bakterialni glykogen je silné€ vétveny.
Slouzi jako pohotova rezerva.
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Bacillus

* kyselina polyhydroxymaselna
* az 60% suSiny
» viditelna ve svételnem mikros

» Je to odpadni produkt

metabolismu uhlikatych latek

* Vyskytuje se u aerobu: Bacillus, Pseudomonas




' Poly-beta-hydroxybutyrate (PHB)
in a Rhodospirillum species.
PHB 1s one type of PHA.—/ _
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- PHB a glykogen jsou osmoticky a
iontove neaktivni, vyskytuji se
v bunce pr1 nadbytku zdroju uhliku
a nedostatku zdroju dusiku.




Sira

» zdroj energie
pro chemolitotrofni

Temne p olé,l r- 800X .

sirné bakterie

» zdroj elektronu v procesu fotosyntezy u
fototrotnich sirnych bakterii — zelenych a
purpurovych  (tyto  prfyjimaji  energu
transformaci slune¢niho zafeni) i (% il

e amorini
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» plyny vznikaji pf1 metabolismu

* mnozstvi plynu zavisi na teplot¢

a viskozité

nad]

bun

ehceni |

ounky

Ka regul

uje mnozstvi v zavislos

na intenzité metabolismu
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» membrana z jedné vrstvy bilkovin: S




Karboxizomy

protahl¢ cisterny

enzymy Calvinova cyklu

syntéza hexdz u autotrofui, chemolitotrofl a
fotolitotrofu.

Za vhodnych podmmek Je Vy S1 pocet

(1-10)
nedéeli se

A) Synechococcus carboxysome

* B) The same but negatively stained
C) H. neapolitanus carboxysome

D) Negative stain of H. neapolitanus
' carboxysome, you can even see
RuBisCO assemblies inside




Chlorobiove vacky

Jen zasobarny pigmentu —
bakteriochlorofyl a karotenoidy

Nikoli reakce a vazba svétla

PrenaSeny do chromatoforu, kde vlastni
fotosyntéza

Pocet: 2-10




b) bez membrany

Glykogenova granula — 20 — 100 nm, jedna bunka je muze
mit pouze s nebo bez membrany, v ramci rodu lze oboji
zaroven.

Polyfosfatova granula — volutin - pf1 nadbytku ATP
(moznost uloZeni velkého mnoZstvi energie). Az 500
molekul, nerozpustny ve vodé. Nikdy neni zdrojem
energie, jen fosforu. Pocet: 1 — mnoho, podle metabolismu.
Vysoky pocet je v dobé pied prechodem do klidového
stadia (znamka sporulace).

Krystaly — produkty metabolismu (oxalacetat)

Parasporalni inkluze = bilkovina vznikajici pfi sporulaci. Je
to zbytkovy materidl nespotrebovany pi1 vzniku spor.
Bioinsekticidy — Bacillus thuringiensis — na na moucne

ervy, i selektivni piisobeni (az na druhy) BIOINSECT
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Produkty primarniho 1 sekundarniho

metabolismu. Produkovany v
zavislosti na stanovisti.
Vyuzivaji se pi1 metabolismu

nebo maji protektivni ucinek €1 jiny ekologicky vyznam
(inhibi¢ni ucinky). Pokud jsou produktem primarniho
metabolismu  —  jsou  bezpodmineCné = potieby
(bakteriochlorofyl, karotenoidy).

Protektivni uCinek — absorbuje svétlo o urcite vinove délce,
jsou syntetizovany az v ramci sekundarniho metabolismu.




 Bunka muze produkovat endo- (protektivni) 1
exopigmenty ruznych barev.

» Rada pigment@ vznik4 nadprodukci latek.

Pr: kolonie Azotobactera na manitolové pudé
po tydnu zcernaji (zprostredka) — na zakladé
nadprodukce tryptofanu

* Lokalizace (podle sv¢ ulohy): v cytoplazmé,
v CM u fototrofu, v periplazmatickém prostoru,
(v bunééné sténé€ u kvasinek), jako exopigmenty —
ekologicky vyznam (inhibi¢ni agens, ATB).
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Nejcastéji: karotenoidy — endopigmenty u vétsiny
bunék
» Bakteriochlorofyly a,b,c.d — anaerobni prostredi

Prodigiozin — extracelularni, mikrobicidni G¢inek
% — bakterie a plisné

Fenaziny— extracelularni, sek. metab.,
mikrobicidni uCinek — bakterie a plisné (Erwinia)

* Melaniny — hnéde, Cerne, tmave Cervene.
V zavislosti na dobé kultivace.

* Anthokyany — sek.metab., barva zavisi na pH, u 5
druhu bakterii

* Pi: Micrococcus flavocianus — zluty endopigment
a fialovy exopigment. Na MPA jen zluty endop.
Na glukozokvasniCnim agaru — oba pigmenty.




Struktury vné€ bunécné stény

* ochrana pred fagocytozou

» pred protilatkami

» pied vysychanim

* pred detergenty

* vazba na povrch predmétu, tvorba biofilmu

" |Biofilm structure
B | Jcartoon




Pouzdro = kapsula

u téméf vSech zastupcu Enterobacteriaceae |

zretelné oddéluje bunku

ma antigenni_vlastnosti, znemoznuje detekovat
somaticky antigen. Charakteristické pro virulentni
kmeny. Mira virulence: formy S, M a R

pusobi proti fagum, protilatkam a fagocytdze, jako
ochranna vrstva proti vlivum prostredi a proti
prvni viné imunitni odpovédi

je to vrstva dobfe organizovan¢ho materialu, ktery
nelze snadno odmyt z bunécného povrchu




Tvorba pouzdra ovlivnéna

sloZzenim media, prostredim

Jeden druh az 60 druhu
kapsulovych antigenu
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Mikrokapsula — do 0,2 nm

syntetizovana stale

velikost neni geneticky kodovana

prekryva antigen bunéCne stény a ma sve vlastni
antigenni vlastnosti

SloZena z bilkovin, lipida a polysacharidi

Neni to bariéra proti pruniku Zivin

Prukaz — ne mikroskopicky, pouze serologicky

Dukaz u vitalni bunky:

barvenim tuku, terCiky v mikrokapsule + tukove

kapenky v burice.




Makrokapsula

sloZena z polysacharidi, bilkovin nebo

Streptococcus

CehﬂéZy Pneumoniae -
minimalné dvakrat tlustSi nez bunka

Prukaz prosty: témer jednotné slozeni — prevazuje
bud’ pouze bilkovina nebo pouze polysacharid.
Lipidy jen do 1%.

Streptococcus — polysacharid

Bacillus anthracis — bilkovinna slozka kyseliny
poly-D-glutamov¢

Bacillus — k. glutamova




* S-vrstva — jeden druh bilkoviny, druhové
specificke, monovrstva. pravidelné organizovana
vrstva proteinu a glykoproteinu na povrchu bakt.

bunky

 Sliz — ridky, spojuje vice bunék, snadno
odstranitelny, difizni neorganizovany material,
nejCastéi polysacharid. Muze slouzit k pohybu.
Ve vlhkém prostredi.




Glykokalyx

* netvori se v laboratornich podminkach za dostatku
Z1vin

« = sitovina z vlaken polysacharidu a
glykoproteinu

« umoznuje adherenci, ktera je malo (za pomoci
kationtu, Pi: zub) az vysoce (za pomoci lektinu,
Pf: uretra) specificka

» Kationty umoznuji spojeni stejné nabitych bunck
a povrchu, elektrostaticke sily




*Prisedl¢ mikroorganismy

POChVX * Trubkovity tvar

A7 nékolik mikrometru
e Bakterie se v trubce mohou

» geneticky kodovane pohybovat

Pouze mechanicka funkce.

» vyhradn€ z polysacharidu
» chemicke sloZeni a zbarveni druhové specificke

» glukoza + kyselina glukuronova (Sphaerotilus) u
jinych rodu napt. fukoza

* N¢kdy obsaZzeny hydroxidy kovii — v malém
mnozstvi (zbarveni; Fe, Mn, Cu; zavisi na druhu)

» Pt: Sphaerotilus, Leptothrix
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Vliaknité utvary na povrchu bunky

biCik
pil1
fimbrie

curli

C—

Bacterial Flagella
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Eukaryote

Flagellum
waves

Microtubules

! \ Cell membrana

Cross-saction of flagallum

Microtubules B
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BicCik

supramolekularni komplex, nékolik fetézcu
bilkovin

globularni bilkovina flagelin (tvori jej vice jak 4
vlakna oproti fimbriim)

molekul.hmotnost flagelinu vétsi nez pilinu

flagelarni antigen, tvoren specif. bilkovinami,
nemuze byt zakryt kapsularnim ani somatickym
antigenem

zaCina v CM (oproti fimbriim, kt. jsou strukturou
B.S.)




Komponenty biciku:

* vzdy bazalni télisko — W~

u G- 4kruhy 2 vPGa2ve VM) B9 | T
G+ - 2 kruhy v CM B =

FLAGELLAR FILAMENT
‘|'

) WEerANE
| “STATOR'

+ | hagek (hook) e e
e vlastni vlakno|(jen to antigenem)

» Bazalni télisko zustava po odstranéni
bicik. vlakna, to je do 20 az 30 min
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W ATP synthase motor
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G- : B.S. ne tak
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Prumeér 13-20 nm.

Rychlost pohybu 1-100 um/s za
atraktantem.

délka biCiku nékolikanasobné vétSi nez
delka bunky

bunky lze snadno odstranit sklem (pipeta,
tyCinka)




Fl ]
T Flagellum
Flagellar hook

I| | .—|—|—. —Outer membrane
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—Periplasmic space
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Plasma membrane — - i Plasma membrane

Basal plates

Flagellum in a Gram-positive bacterium Flagellum in a Gram-negative bacterium
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Flagella Type

Monatrichaus

Lophotrichous

Amphitrichous

Faritrichaus

Example

Vitio choleras

Bartorrela baciiliformis

Spwnillurm sarpans

Esgharichia coli
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1) polarné

— monotricha (Pseudomonas): pohyb dopredu: proti
sméru hodinovych ruci¢ek. Otaceni bunky po smeéru
hodinovych rucicek.

- amfitricha (Spirillum)

- lofotricha (Spirillum)

2)  po celém povrchu — peritricha

(Proteus vulgaris, Agrobacterium).

. Pohyb dopredu: shlouceni bi¢ikti a pohyb proti
sméru hodinovych ruci¢ek. Diky naboji se nezamotaji.
Rozpleteni — krouceni bunky na miste. ,,Chce-11 se

bunka pohybovat jednim smérem, namota biCiky, které

jsou ve smeru pohybu, na sebe a je tlaCena biCiky druhé
strany




Salmonella enterica




Pohyb buﬁk1y — odpovéd’ na prostredi.

Forward
Run
/M

Intenzita odpovedi zavisi na poCtu biciku,
na teploté a viskozit€ prostredi.

primarni pohyb je rotaCni, u eukaryot ATP
donor E, u prokaryot gradient H+ iontu
rotace tedy vzdy jednim smérem

vice biCiku se diky stejnému naboji
nezamota, diky toku H+ se toCi stejnym
smerem




» vn¢jsi faktory ovlivnujici pohyb:

magneticke ~ pole  Zemé = (zvl.struktury  —
magnetosomy (Aquaspirillum) od dvou do
nckolika desitek, uvniti €1 ve stfedu bunky, malo
v blizkosti1 jadra)

chemotaxe (odpoveéd na zmény ve vnéjSim prostiedi,
funguje 1 pfi 1 ¢ zivin, negativni chemotaxe od
barviva, rychlost pohybu umérna koncentraci
barviva)

fototaxe ( odpovédi na svétlo je pohyb 7 rychlosti
nez pr1 chemotaxi)




counterclockwise:
coherent

QDEﬁWiSi TUHMBLE:
incaheren change
direction

copyright 2000
Claude Aflalo

motility test medium, polotekuté
Pohyblivy kmen roste 1 mimo inokulaci — v celém mediu




 vnitini faktory ovliviujici pohyb

pocet biCiku

lokalizace bifiki na bunéCneém povrchu
(nejpomalej1 reaguji peritrichia, efekt rychly
u vibrii, v = nckolik mikrometru za
sekundu)

dostatek redukcnich ekvivalentu




Pozorovani pohybu bi¢iku
- dulezity dostatek kysliku
e vtemnem poli a intenzivnim svétle

* Fixace — specialni batvici metody pro svételny
mikroskop, mofidlo tanin se obali kolem biciku,
prumer se znasobi a zviditelni.

Fazovy kontrast

¢ - v elektronoveé mikroskopi negativni barveni
ootiskove preparaty po rychlém zmrazeni na -150 C




Tvorba:

* Samousporddavani — molekuly flagelinu
jsou stredem vlakna transportovany na
konec, vazba na konci bez enzymu,
dosyntetizuje se vzdy do stejne delky. Geny
na stavbé: je jich asi 40, popsano vsak jen
20. Pi: HAP 1, 2, 3...




Mechanismus chemotaxe E. coli

* Regulace pomoci MCP systému

MCP systém —
methyl-accepting chemotaxis proteins

i |
{ Flagellar
miotors
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* po koncentraCnim gradientu ZzZivin —
regulovana de¢lka primeho a otaciveho
pohybu za atraktantem

* rozeznava serin, aspartat, maltozu, ribozu,
galaktozu a dipeptidy, 200ms

» proteiny lokalizovany v sériich, nejCastéji
na tyCkovitych koncich




E.coli: MCP systém — methyl — accepting chemotaxis protein.

* Protein je fizen methylaCnim procesem

e Systém je vazan na CM

* vnitini Cast proteinu v cytoplazmé, vnéjsi
¢ni ven

 Na vnitini Cast proteinu (CheW) se vazi
enzymy cytosolu (proteiny ChE, ChA)

* na vn¢jsi se vaze atraktant




. Proteinl ChA - schopen jautofosforylace|v pripade,
7ze na MCP neni navazan atraktant

 \Po vazb¢ atraktantu | predava protein _ChA

: skupi proteinu CheB
(methylesteraza)

* CheB enzym:

demethylace MCP systému

* Protein CheB predava

fosfatovou skupinu proteinu

CheY |— pohybuje se k biCiku, reakce

jeho zakladn, nasleduje vrtivy pohyb

biCiku (otaceni). Behem 10s fosfat odstranén pomoci
CheZ




» Autofosforylace CheA bez atraktantu
 Jinak predani fosfatove skupiny a
demethylace

4 Flagellar
motors

Current Dpanlon m Microlealogy




 MCP+atraktant je dobrym substratem pro
protein CheR, coz je methyltransferaza

» Cytoplazmaticka ¢ast ma 4-5 methylaCnich
mist — se zbytky kyseliny glutamove — ty
jsou methylovany S-adenosylmethioninem

* methylyje tento komplex, navazanych 4 az
5 methylovych skupin poté nestimuluje
CheA k autofosforylaci = pohyb biciku




* QOdstrannovani methyla - CheB

« Zadny pohyb nesmi trvat dlouho, pro
spravnou reakci musi bunka reagovat na
aktualni podnét — kratkodoba pameét
receptoru

* Pomocné¢ latky pohybu — slizy, surfaktanty




» Bez atraktantu — rovnovazny stav mezi
CheA a CheY — stfidani vrtiveho a

S M A electron acceptors
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* slouzi k pfenosu DNA  konjugaci,
k prfichyceni fagl, rizn€ velké, typicky u G-

o struktura B.S

» kichke, lamave, ruzné morfologicke typy —
mnoho druhu

 dute, vzdy nepohybliva trubicka

2. &

* jen G-, nékolik set K 4




v - o
+ stavba: el‘ -
* 3,4 nebo 5 Vkéken stocenych do spiraly ©
+ pilin - rodové i‘druhové specificky, linearni

sekve}ce proteiivych p'djednftek
¥ El

* 10ZMEry:
o krat§i nez bicik, nejdel%i Jg maximum
podelne osy bunky, ©¥2-8 nm, delka 0,1 —

‘nékolik nm, 3-5 rholekul ‘

\ ’ . \A . Ve, r AN 4 .
* na celem poevrchu €1 jen na uréité &asti
bunky p: YN :

' - . . - ‘\




 Hemaglutinace

a. iInhibovana manosou (MSHA)
b. neovlivnhéna (MRHA)

e fce:

 uchyceni k povrchum (adheze k nenabitym
povrchum: G- drzi Iépe na podloznim sklicku
lehkou jemnou vazbou)

» kontakt bakteriofaga
« twitching motility




L.
* kodovane chromozomalné-specificka adherence

» specifickd kolonizace u symbiontu, parazitu a
patogenu (koregulace s tvorbou toxinu u Vibrio
cholerae Ol, E.coli — uropatogenni P pilus,
adherentnce fimbrie + enterotoxin E. coli —oboyji
kodovano plazmidem)

11.

 sex fimbrie - kddovan¢ konjugativnim plazmidem
u donora DNA — 1ks, mustek pro plazmid (F pilus
u E.coli, konjugativni plazmidy salmonel)

barveni : kys.fosfowolframova zachova podobu f.,
kys. osmiCelova — {. ztlusti a zkrati




animace, pohyb biciku




