Cytologie a mortologie bakterii
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Morfologie i i

e Buniky
e Charakteristickych shlukta bunék
 Bunécnych utvaru (spory,

komidie, sporangia, pouzdra..)

e Bakicriflni kolonie
Vétsinou druhové charakteristické
= 1dentifikaCni znak
Pozor na: fazi rustového cyklu!
endospory vyklenujici bunku
stari kultury Clostridium
pleomorfni bui’lky botulinum_zmm

endospora
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Pleomorfni butiky rodu
Corynebacterium «°

Acidorezistentni bunky:
Odmitaji Gramovo barveni

Morlologie pleomorinich bun¢k.
Dalsi potiz:

- Jsou barvitelné Gramem?

Haemophilus - ano

Bez b.s.
Myk@ria. mykop@ - nikoli

Mykolové kys

Mpycobacterium avium-intracellulare
Odmitaji se po nabarveni odbarvit ethanolem Acidorezistentni barveni bunék
1 kyselinou. Pt: Nocardia...

histologického fezu lymfatické uzhiny






Morfologie bunky e
Fazovy kontrast

. PREPARAT Fluorescencni

Elektronova...

- co chceme wvidéet? - podle toho preparat a typ mikroskopie
tvar bunky - fazovy kontrast, barveny fixovany prep.

a Struktur barve,m bunék a ol
SpOL 7 hérka T
, rl ,. .. skopie

RN & > P |

Cramovo barveni

pohyb bunky - fazovy kontrast, fluorescence

barvené struktury - pomahaji identifikaci ens, sia.)

tvp bunécéné stény - Gramovo a acidorezistentni b.  ;
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before staining

after primary stain,

crystal violet ,
o)
after mordant, iodine VlleC
I' L]
after decolorizer, alcohol ,' — 7
or acetone/alcohol —<;':I bal'VltelIly
after counterstain, safrinin é ___3__—;_'_3 Gramem?

, 1.~ Myvcobacterium tuberculosis
Neni gramlabilni?

Ze1hl-Neelsonovo barveni (Cervené)

S bareynym filtrem

PN Cil
\ mikroskopie?
Typ preparatu
Typ mikroskopie

(typ b. stény,
prukaz struktur,

rustového cyklu)

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



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

U jednoho bakterialniho rodu
ruzny vzhled char. tvaru bunky!

* PI: t Ck bacﬂu o Haemophilus

;H'.a‘tzb‘a" .
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Posuzujeme-li vzhled bunky kmene
urcitého bakteridlniho druhu, je treba si
uvédomit:
1) Prochazi sledovany druh rustovym cyklem?

- v kazdém z nich ma pak bunka jnou morfologii!

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

Mg¢éni se nejen vzhled bunky, o [l

ale bunka v cyklech prochazi *“'"F'I“‘S"’/”\Z Y <Ea—

typickou zmeénou vnitinich ) W J

struktur. a
Bunécny cyklus \)j) :./
Caulobacter crescentus assembly
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Streptomyces
Life Cycle

o= =
Vegetative Mycelium
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Mortologie bunky vprostred
bunécného cyklu

]
Elmﬁﬁm

e
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o G s (EEND  CEEID (...

GERMINATION @

-u nékterych jeho druht 1 u yinych rodu navic rizna barvitelnost
Gramem pf1 rizném stafi bunék - az gramlabilni

> pI'l popisu preparatu nutno uvazovat stari bun€k!
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2) Vytvati posuzovany druh endospory?

-V preparétu pak mohou menit tvar bunék!
Tl . .
\ ’ 4Baa]]u5 anthracis
& -~ o .- —
’ \ o ic) - {'}; S
ey )
C]osmdmm ditlicile |

S Clostridium tetani

,»Vojak umirajici na tetanus®

Sir Charles Bell

lukovité prohnuti zad (opistotonus)
kteCovity vyraz

Origindl je k vidéni:

Royal College of Surgeons

of Edinburgh, Scotland.

11



I'ndospory vs. exospory

Sporosarcina - baliCky 8 bunék
tazovy kontrast

termorezistentni

| a2 el
Bacillus, Clostridium, Sporosarcina,

Sporolactobacillus, Thermoactinomyces

* (- bakterie - exospory

Azotobacter, Methyvlosinus

Azotobacter

ALE: Pr: Coxiellaje G- a tvori endospory!

e Konidie: Actinobacteria
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3) Starnutim méni bunky tvar
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4) Zavislost tvaru bunky na vnéjSim prostredi

- ziviny, tlak, osmolarita...

5) pleomorini bunky - pf. rody Mycobacterium,
Corynebacterium, Haemophillus, Mycoplasma

Pleomortni mykoplazmata:
nejmensi bakterialni

bunky (0,2 - 0,3 um);

bez bunécne stény! Pote:
Nepuisobi betalaktamy
Osmoticky stabilni v host.b.

Copyright © 2001 Dennls Kunkel Mirescopy, Inc. | Dennis Konkel / —_—
F %y

Corynebacterium \
/ Binary .f Filamentous

\.a/\ /

. .1," |_ -

- .. 3 3 .:.-1“"-.__.. - .III'J_,".

Mycoplasma

vybézky
g

lum ve bunky se v cyklu

stiidaji s elementar.t&lisky




Co je mozno vyCist z tvaru bunky

e tvar bunky napovida o metabolické aktivité
(kokowité bunky vykazuji max. metabol. aktivitu
nebot’ maji nejveétsi povrch ku objemu b.)

e faze rustového cyklu
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Morfologie charakteristickych
shluku bunék

e typické shluky napomahaji identitikaci

fetizky koku: Streptococcus
fetizky bacilu: Bacillus
palisady: Corynebacterium
tetrady koku: Micrococcus
baliCky = sarciny Sarcina

wewt hrozniCky: Staphyviococcus




ASM Microbe Library. J. Shapiro and C. Hsu

Mikrokolonie E. coli vznikajici ze tfi matefskych bunék (na agaru)
- charaktenisticky vzhled vznikajicich Gtvart délicich se bunék u riiz. rodi....




Mortologie bakt. kolonii

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

Pt: sledovani morfologie kolonii

- unuverzalni media, jiny vhled na

selektivnim - zda viibec rist ¢1 ne? barevna reakce?)
S-, R- a M-formy
sledovani pohybu terasovité kolonie (Pt: Proteus)

Proteus ~
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Morfologie bakteridlnich kolomi
I. na zikladnich pudach

Bacillus mycoides
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Bakteridlni kolonie na
I1. diagnost. pudich

E.coli na agaru EMB (Eosin Methylene Blue Agar)
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den druh
bakterie

{ rizna media

E.colina MacConkey agaru

L. coli ni @

diu Cysteine Lactose Electrolyte Deficient Agar



Bakteridlni kolonie na

I1I. selektivnich puidach

0157:H7 ID Agar ;

medium selektivni az na kmen!
Detekce kmene L. coli O157:H7 S
proti jnym kmentm £. colr

20



Kontaminace na misce!
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Cytologie bakterialni bunky

e Struktury a jejich konformace zavisi na bunécném
stadiu!

- parazité, patogeni - vstup do hostitel.b.

(pf: remodelace protemnu listerii)

- zmena struktur pr1 bunééném déleni
e Mikroskopie - nutno zvoli vhodny typ dle
sledované struktury

pt: EM - 3 typy - mesozomy, nukleoid, cytoskelet

- dehydratace, pokovovani - agregace nukleoidu— artefakty



Cytoplazma - dittize nebo rizené
reakce?

e Pfeplnéna ale organizovana

pt: 72 000 ribozomu v exponenc. faz1 - specif. interakce s RNA

fizeno zieymeé IR radiaci, ktera generuje EZ vodu

(exclusion-zone water) - teorie vzniku cytoplazm.membr.

e Polarizovana

polarita bunky dana - aktinovymi centry
- umisténim CM receptoru
polarita zabezpeCuje pohyb b., vstup do hostitele, adhez b.
(receptory, pilli véts. na polech bunky)
Pt: Bradyrhizobrum - kotinky, Myxococcus - struktura pro PS



Cytologie - 1) bunécné struktury

jejich vztah k tyziologn

* metody vyzkumu y .9

PRIKLADY: | >1*>

e SloZky peptidoglykanu (AMK, cukry) esoes...

napomabhaji pr1 taxonomickych studiich
- sloZeni PG, barvitelnost b. stény,

serologie, fagotypizace

e Vyskyt typ.inkluzi - pomoc pfi1 identitikaci

e BiCik - vztah mez strukturou a mechanismem
otaCeni, ktery je ruzny u riznvch druhu!!

25
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Peptidoglykan = uniformni disacharid

N-acetylgluk6zamin + N-acetylmuramova

CH,0H CH,OH Vztah mez tvarem bunky a

0 poctem disacharidovych jednotek

4 ,/ " v peptidoglykanu (10 - 65)

e HO-E-h " ————— Acidorezistentni
o mykobakteria, nokardie..
. Al nebarvitelné Gramem:
Tetrapeptid | N-glykolylmuramova
[-a D-AMK || o-Glu—sinH;)
Spojent: - DT (T} e o-ais CHEMOTAXONOMIE:
, |
“)Z(_hl_ N D-Ala L- DA Aminkokyselinové sloZeni
pozicl 3 o- S n—r;rL:—-mH, ; tetrapeptidu a mustku!!
L-Ala
!
co .
HO-C- M Streptomycety: 3 pozice
AcHM B ‘:”” H unikatni L-amino DAP kyselina
o o
D A .
: H ) o Sténa spory: jiné a unikatni
EHa0H e, 0n sloZeni peptidoglykanu!
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Filament cap

Flagellar assembly

FLC

Proximal rod

Quter membrane -

Peptidoglwean layer

Catoplasiic : M8 ring
membrane
! Ring
FliD FLi)
FlLiF FLE
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| L | el | s | i | ;]]h]g fe () —= Eaxlv gene products
Flzi

() —= Late gene products
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e rotace biCiku kolem vlastni
osy - pouze u prokaryot

e pohinén proton motive
force (pmf) - pohyb protonti
pfes CM

e Regulace pomoci
MCP systému = proteiny

4 Flagellar

MCPs
CheW motors
oW
CheA |
N g » CheZ
ATP CheY : i
</\, e p
" 4

Current Opinicn in Micrabiology




Cytologie a mortologie bun¢k
v prubéhu bunécného cvklu,
ve lazich rustového cvklu,

pr1 déleni a
smrti bunky

28



BezpecCnost a ziasady price

Plast, preziivky, skitiky, jidlo, piti

MO - Biohazard group 0

Stoly - pred a po praci Incidur, ethanol

il 24

prace prosim o myti rukou;

test iCinnostt myti rukou

Mpyti rukou pred navstévou toalety!!! |

7

Po vstupu do laboratore €1 pfed zahdenim




MO - Biohazard group 0

Misky s bakterialnimi kmeny otevirat co negméné

a po praci spravne zavrit

Nemluvit pi1 oCkovani mikroorganismu

Sterilni prace - zihani klicky v plameni kahanu..

3

! 1 : - pripadné §
£ |

A . ethanol

Kahan zapnuty jen po dobu prace s nim
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Popisovani misek: zespodu,

svrchu - dle metody!!

Nevylévat nic do odpadu - stul: odpadni nadobky

Prosime neodnaset kultury!

O naplni cviCeni se informovat predem

Viz Studyni materialy - pfiprava




