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morfologiaja,
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MIkFOBIO‘OgIa ?eiosztésa

1) Bakteriologia: bakteriumok, prokariota €l6 sejtek,
0,3-30um
2) Virologia: virusok: fehérje + nukleinsav, onallo életre
keptelen struktura, gazdasejtre van szuksége,
20nm-400nm
3) Mikologia: gombak: 3-15 ym meretuek eukariota,
egy vagy tobbsejtlek
4) Parazitologia = 5) protozoologia:
eukariotak 1-2 ym - 60-80 ym
trophozoid, cysta alak
- 6) helmintologia: férgek akar 30 m,
peteket uritenek 20-30 x 50-60 um

/) Prion: (protein only) csak fehérjekbdl allnak
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Rendszertani kategoriak

Domeén

Orszag (regnum)
Torzs (phylum)
Osztaly (classis)
Rend (ordo)
Csalad (familia)
Nemzetség (genus)
Faj (species)

Carl von Linne — binominalis elnevezés
pl.: Staphylococcus aureus
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Prokariyota és eukaryota sejtek osszehasonlitasa

Méret:

Fejl6dés:
Anyagcsere:
Légzeés:
Mozgasképesség:

Sejtfal:
Sejtmembranban:

Bels6 membranrendsz.:

Membraninvaginaciok:
Sejtorganellumok:
Citoplazmaaramlas:
Szaporodas:

Nuklearis allomany:

Intronok:

Sejtvaz (Cytosceleton):

Riboszémak:
MRNS képzddése:

TCA:

Prokaryota

0,3-30 pm

gyorsabb

anaerob vagy aerob

sajat

mozgaskeptelenek, csillo,

ostor, csuszd mozgas

cukor, szénhidrat, fehérje
magasabb fehérje tart.,hopanoidok
nincs

mezoszoma

nincsenek

nincs

hasadassal, bimb6zas

nukleoid

cirkularis, hiszton szer( fehérjék

(kiv.Borellia burgdorferi, egyes Streptomycesek)

nincs (1-2 kivétel)

nincs

70S (30S + 50S)
kozvetlenul a génekrél
azonnali transzlacio
citoplazma membranban

Eukaryota

1-100 ym

lassabb

aerob (anaerob — gomba)
mitokondrium

meghatarozott

szerkezet, allab

celluldz, kitin (gombak!), mashol nincs
szteranvazas vegyuletek

van

nem jellemzd

ER, Golgi, szintest, mitokondrium,
van, mikrotubulus és mikrofilament rendszer
mitdzis, meidzis

nukleusz

linearis, hisztonfehérjék

van
van

80S (40S + 60S)

a DNS hosszabb szakaszardl RNS képzédik,
érési folyamat utan lesz mRNS
mitokondriumban
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Bakteriumok
Prokariota €lo sejtek, 0,3-30um

Obligat sejtalkotok:

m Cirkularis DNS, superheliakalis «iv. Borelia
burgdorferi, egyes Streptomycesek)

m Citoplazma, benne riboszomak
m Citoplazma membran

] Sejtfal (kivéetel: Mycoplasmak, Ureaplasmak)



" ANNERESHImok jarulékos alkoto elemei

-Tok: polysacharid, Bacillus antracis: poli-D-glutaminsav,

mucoid jellegu, virulencia faktor, védelem funkcioja, antifagocita funkcio,
adhezio a gazdaszerveztben. (mikrokapszula, extracellularis nyak, glikokalix)

Kimutatas: tok festés

pl.: Streptococcus pneumoniae (Kimutatas: Quellung—tokduzzadasi
reakcio)

-Csillo: fehérje szerkezeti, mozgas funkciojat latja el. (ccw, G4, G*2)
Kimutatas: csillo festés, taptaljon rajzas
pl.: Proteus vulgaris
-Fimbria: fehérje szerkezeti, funkciojuk szerint:
- kitapadas gazdaszervezteben — adhézios fimbriak
- génatvitelben — sex pilusok
Kimutatas: szerologiai reakcioval
pl.: Neisseria gonorhoeae
-Spora: néhany baktérium kedvezotlen pH, homérséklet, tapanyag

hianyaban sporat képeznek, igy veszelik at ezt az idoszakot. Ha ismét
kedvezo kornyeztebe keriilnek vegetativ alakka valnak.

Kimutatas: spora festéssel
pl.: Bacillus anthracis, Bacillus stearothermophilus
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Baktériumok alakja

baktériumok morfolégiaja J{

ey vaskos palca

el bunkos végii palca
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A bakteriumsejt szerkezetének vazlata
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Prokariota sejt szerkezete
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A csillézat tipusai

=

A csillozat tipusai: @) Monotrich, b) Lcfo-amfitrich, c) Lofotrich, d) Amfitrich, e) Peritrich



Flagellum Flagellum
Flagellar hook
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Peptidoglycan — eptidoglycan
—Periplasmic space
o e A —
Plasma membrane — \‘Q:{\ /4 Plasma membrane
ra
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Flagellum in a Gram-positive bacterium Flagellum in a Gram-negative bacterium
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Mikroszkopos vizsgalatok

1. Fénymikroszkop

felbontd keépesseg: 250nm
( az a legkisebb tavolsag, amellyel elvalasztott szerkezeti részletek

meég kiilonallonak latszanak )

- maximalis nagyitas: 1000-1500 X olaj immerzidval
=> baktériumok, gombak, protozoonok vizsgalatara

Nativ keészitmeények: baktériumok kimutatasa — vizelet, liquor, stb,
protozoonok vegetativ formai €s cystai székletben,
gombakeépletek bOron,
virusok cytopathologiai hatasai sejttenyészeteken.

Festett keszitmenyek: Jobb megfigyelhetoség érdekeben.

Egyszerli vagy Osszetett festési eljarasok.



2. Sotetlatoteres mikroszkop

* specialis kondenzor — ,,sotet
hatteér” az €10, mozgo
baktériumok alakja felcsillan =

Spirochétak vizsgalatara
(treponema, borrelia, leptospira),
keskenyebbek, mint a normal
fenymikroszkop felbonto-
képessege

A sotétlatoteres mikroszképban jol
megfigyelhet6é az egyes mikroorgaz-
musok, pl. Spirochaetak mozgasa
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3. Faziskontraszt mikroszkop

Fokent kutatasi célokra hasznalatos.

A faziskontraszt eljarassal kapott kep kiilonosen ;01

hasznalhat6 szovettenyészetben az alaphoz letapadt,

elvékonyodott sejtek, valamint nagyon vekony (0,1-1 pum)
festetlen metszetek vizsgalatara.
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4. Elektron mikroszkop

- transzmisszi10s elektron mikroszkop

- scanning elektron mikroszkop

- elektron sugarakat hasznal

- lencse: elektromagneses ero

- energia: gyorsitott elektronok 50-1000KV

felbonto képesség: 0,1 nm
maximalis nagyitas:500 000X
= virusok )




5. Fluoreszcens mikroszkop

Fluoreszkalo festékkel konjugalt ellenanyag segitségevel
detektalhatok a kiilonbozd mikrobidlis antigének.
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Hasznalt eszkozok
Targylemez:
Mindig tiszta, zsirtalanitott.
- Bunsen ¢€g0 langja felett 2-3-szor athuzzuk a
Cornet-csipeszbe fogott targylemezt.
Oltokacs (oltotii)- Sterilizalasa langban ¢getve 1zzasig, majd
hasznalat eldtt 1dOt hagyva a lehiilésre
Minden hasznalat utan (és elott) sterilizaljuk a kacsot!

A kacs helyes
Oltékacs (1), oltétii (2) leégetése



Nativ készitmények

- E16 mikrébak vizsgalata
(baktériumok, gombak, protozoonok, féregpetek)
- betegbol vett mintaban jelen vannak-e
- nagysag
- alak
- MOZgas
- belso szerkezet
- metabolizmus
- szaporodas
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Nativ készitmények

A) Lapos csepp

- folyékony szuszpenziobol targylemez kozepére egy
cseppnyit helyeziink kaccsal vagy pipettaval

vagy

- targylemezre cseppentett steril fiziologias sooldatban
szuszpendaljuk a szilard tenyészetbol kaccsal felvett
kis mennyiségu mikroorganizmust ¢és jol
elszuszpendaljuk

- fedolemezzel lefedjuk
- siillyesztett kondenzorral, szilk diafragmaval, Kis
nagyitason (40X max.) vizsgaljuk
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Nativ készitmények

B) Fliggocsepp

1. Egy cseppnyi vizsgalati anyagot fed0lemez kozepére
cseppentiink

2. Vajt targylemez vajulatanak peremét vékonyan
bekenjiik vazelinnel

3. Ovatosan a fed6lemezre tessziik

4. Hirtelen mozdulattal megforditjuk

5. Vizsgalatnal a beallitas ua. mint el0zon¢l

=> a mozgas jobban megité¢lhetod
= nechezebben szarad ki
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Nativ készitmények

baktérium szuszpenzié vazelin

°

fedélemez

fedélemez

* vajt targylemez
]

A baktériumok, gombak, vagy protozoonok vizsgalata-
hoz készitett fliggécsepp (nehezebben szarad ki, mint
a lapos csepp)
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Nativ készitmények

C) Vitalis festés

1. Lapos cseppet készitiink

2. Egy csepp higitott vizes festekoldatot cseppentiink
a fedolemez széléhez

3. 10 percig varunk

Az €10 mikroorganizmusok szinezodnek a
festékanyaggal, mely kis toménységben nem
karositja oket.

Fetékek: metilénkek, fuchsin, kristalyibolya, carbol-
fuchsin, Loftler-féle alkalikus metilénkék



Festett keszitméenyek

A festodes a bakteriumsejt (gomba, protozoon)
alkotoreszei €s a festekoldat kozott lezajlo
fizikal — kémiai reakciok eredménye. A bazikus
festekek a baktérium sejtek savanyu vegyhatasu
alkotoit (pl. magkromatin), a savanyu festékek a
baktérium sejtek bazikus elemeit (pl.citoplazma)

festik



N
Festett keszitmények

Kenetkészités, fixalas, majd —

Egyszeril festékek: - alkoholos vizes metilénkék,
- alkoholos vizes fuchsin,
- alkoholos vizes kristalyibolya,
- Loffer-féle alkalikus metilénkék,
- carbol-fuchsin

Osszetett festések: - Gram-festés
- Ziehl-Neelsen festés
- Neisser festés
- Sporafestési eljarasok
- Csillofestési eljarasok
- tokfestési eljarasok
- Giemsa-festés
- Fontana-féle ezustimpregnacié
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Kenetkészités és fixalas

Folyékony mintabol:
A tiszta, zsirtalanitott targylemezen a kaccsal felvett szuszpenziot

kb. korom nagysagu teriileten elszelesztjik, majd szobahon
hagyjuk megszaradni.

Kitenyésztett mintabol:
A laposcseppnél leirt moédon szuszpenziot készitiink, majd
elkészitjik a kenetet.

SzobahoOn szaradas utan a fixalas hovel torténik. A Bunsen €go
langja felett (kikent oldalaval felfelé) a Cornet csipeszbe fogott
targylemezt 3x athuzzuk.

- 65-75 °C felett a mikrobak elpusztulnak

- a fehérjek koagulalodnak

- szilardan a targylemezre tapadnak



Festett keszitméenyek

Egyszeru festés : Metilénkék

1. Kenetkészités és fixalas,

2. Lehilés utan a festoallvanyra helyezziik a kenetet,

3. Festékoldatot ontunk ra, 1-3 percig hatni hagyjuk,

4. Csapvizzel leoblitjik,

5. Szuropapirral leitatjuk,

6. Immerzios olajjal, 100 X nagyitassal, emelt kondenzorral
vizsgaljuk.

Minden mikroorganizmus kék.



folyéekony tenyeészet a szilard tap-
talajrol levett
| mintat egy

csepp vizben
szuszpendal-

ot >
M juk

" ,. zsirtalanitott targylemez
e £y |
Q/,LL—\::D ~f

kenetkészités kb. 1 cm
atmeroju teruleten
|
szérlités

fixalas

) I#/‘.A

festés

A kenetet zsirtalanitott targylemezen készitjik el (Cornet-csipébe fogva
tobbszor athiuzzuk a Bunsen lang felett). A baktérium szuszpenziét levegon
szaritjuk, majd a Bunsen lang felett tobbszor athazva fixaljuk (a nedves alla-
potban torténo fixalas a mikrobak deformalédasahoz, rosszul festédo torz
alakokhoz vezet!)
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Sarjadzé gomba (Candida albicans) egyszerii festéssel (metilénkék)
készitett kenete



Neisseria gqonorrhoeae (egyszeru
festés, metilenkeék)
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Gram festés

1884-ben, a dan Hans Christian Gram fedezte fel
(pneumoniaban elhalt beteg tiidoszovetét
vizsgalva)

Alapveto differencialo festés:

Gram pozitivak: lila/sotétlila/kék

Gram negativak:piros

Gram szerint nem festodnek:
Mycobacteriumok, chlamydia, mycoplasma,
rickettsia, legionella csak tenyészetbol,
spirochétak tul keskenyek
Festodeést befolyasol(hat)ja:
a tenyészet kora, elozetes antibiotikum kezelés,
intracellularis elhelyezkedés
Alternativai:
Japan proba — kalium-hidroxid hatasara
dezintegralodik a sejtfal,
G- DNS-¢ébol szalat lehet huzni.
Bizonyos antibiotikumok iranti érzékenység
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Gram™® és Gram- baktériumok
sejtfalanak vazlatos osszehasonlitasa

Gram - pozitiv Gram-negativ

SR Murein' T
- {20-80 nm) -~

& Kilsd
¢/ membrdn

Citoplazmahdrtya (1,5 nm)



Techoic acid Lipotechoic acid

GRAM POSITIYE Polysaccharides

Porins
/ GRAM NEGATIYE
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Protein

Phospholipid



3.37 The Gram-negative outer membrane

O-antigen
repeat 40 units

Core polysaccharide

Disaccharide
diphosphate

0L
w o { Lipid A

secass ¢ The endotoxi
ILPS P
of Gram neg.

Lipid A
Fatty acids

[ Structure of Lipopolysaccharide

membrane
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Note how complex this cell wall is

compared to the Gram positive wall. Molecular model

Especially note how little of porin proteins
pentidoglycan is present and how containing 3
there is an outer membrane and a pores.

perinlasmic space outside of the cell

membrane.




A peptidoglycan szerkezete

Lysozyme & Matanolysin (endohdic cleavage)

pN-Acetyglucosaminidase (at terminal non reducing residues)

N-acetil-glukozamin
CH 20H

i

N-acetil-muraminsav

Lysozy me & Mutznolysin (endohtic cleavage)

CHOH CH20H CHZOH
o O \@\
"
\ CH3 \ CHy
HaC — CH . HaC— CH
| - l:[ —
C
0% ™\ 0% "\
L-Ala L-Ala
D-Glu Lysostzphin D-Gllu
LLlys l l_l_—_d___/—” Liys
| IR |
D-Ala (gram +) D-Ala

(direct cross link in gram negative)
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GRAM festés (Osszetett festes)

1. Fixalt kenetet karbolos kristalyibolyaval 2 percig
festjuk.

2. Leontjiik, majd 1 percig Lugol oldattal festiink.

3. 96%-o0s alcohollal differencialunk. A Cornet-csipeszbe
fogott €s ferdén tartott targylemezre addig csepegtetjiik az
alkoholt, mig minden felesleges festek ki nem mosodik €s
az alkohol szinteleniil csepeg le.

4. Csapvizzel oblitiink.

5. Carbol-fuchsinnal vagy safraninnal 1 percig utofestést
vegziink.

6. A festek ledntése utan vizzel leoblitjuk.

7. SzlirOpapirral szaritjuk

8. Olajimmerzioval vizsgaljuk.
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kristalyibolya
2 perc

Lugol oldat
1 perc

alkoholos
differencialas

A festodés jellegét elsdsorban a sejtfal

hataroza meg,

de a bazikus anilinfestékkel

(kristalyibolya) a citoplazmat és

sejtalkotokat,

nem pedig sejtfalat festlink!

safranin
2 perc

festés elott

kristalyibolya festés

utan

Lugol oldat utan é

Alkoholos differen-

cialas utan

Gram-pozitiv Gram-negativ

{

—

=5
=

5
=

safraninos utofestés é &

utan

Gram-festés: a kristalyibolya és a Lugol oldat (KJ-ot tartalmazé jod oldat) egymasra hatasabol
keletkezd jod-para-rozanilint az alkoholos differencialas kioldja a Gram-negativ baktériumokbol
(elszintelenednek), ezek az utofestésre hasznalt safranintol piros szinire szinezédnek, mig a
Gram-pozitivak szine (sotétlila) nem valtozik
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Streptococcus pneumoniae:
diplococcus




"
Streptococcus pyogenes:
lancba rendez6dnek
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Staphylococcus:
szOlofurt szeru elrendezodés
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Gram-pozitiv palca, kozepén nem festodo, a
baktériumtestet nem deformaloé spoéra lathato
(Bacillus cereus)



Helicobacter pylori:
palca

_—
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Gram negativ coccusok

(Neisseriaceae)
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Gram pozitiv coccus lancok
hemokulturaban
(Enterococcus faecalis)

Gram pozitiv coccusok
szbloéfurtszerii elrendezédésben
(Staphylococcus aureus)



Gram pozitiv diplococcusok kopetben (Streptococcus pneumoniae)



Gram pozitiv pseudohyphak hiivelyvaladékban (Candida albicans)



Gram pozitiv sarjadzo gomba hiivelyvaladékban (Candida albicans)
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Neisseria gonorrhoeae hugycsovaladékban
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Haemophilus ducrey gennyben



Tusfestés / Negativ
festés

Tokos
mikroorganizmusok
vizsgalatara alkalmas. A
készitmeényben a tus-
szemcsék Kitoltik a
mikroorganizmusok
kozotti teret, s azok
tokja a fekete latotérben
jol kirajzolodik.
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Tuskeészitmény

1. Baktérium (gomba) szuszpenzidbol egy
cseppet targylemez egyik szélere
cseppentiink.

2. 1 csepp tus (India ink).

3. Osszekeverjiik.

4. Vérkenet készitéshez hasonld modon
készitliink egy vékony kenetet.

5. Szobahon szaritjuk.

6. Hovel fixaljuk.

7. Fuchsinnal festjiik.

8. Csapvizzel mossuk.

9. Szobahon szaritjuk.

10. Immerzioval vizsgaljuk.




Cryptococcus neoformans

Streptococcus pneumoniae






