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Miért tanulmanyozzuk a mikroorganizmusokat

Az élet minden teriiletén
elofordulnak

- Minden kornyezetben
elofordulnak
(Grmikrobioldgia is!)

- Az élet fenntartasahoz
sziilkséges folyamatokban
(élelmiszeripar,
taplaléklanc és korforgas)

— EIOony0s jelenléet sok S\
bl Ot épb an (h um én EXPOSE-E facility mounted on the E'uTeF platform of the European Columbus module of the ISS.
bélflora, bérfeliilet) s

Survival of microorganisms in space protected by meteorite

- Kis resziik patogen matenal: results of the expenment 'EXO [Adv Space Res. 200Z]
- Sok gazdasagi probléma Long-term survival of bacterial spores in space.
okozdi is [Adv Space Res. 1994]

Chverview of the space environmental effects observed on the
retieved Long Duration Exposure Facilit [Adv Space Res. 19594]




Eukariotak
Celluléz sejtfal
Fotoszintetizalok
Molekularis oxigén és

szerves anyag \
termelok

El6lények felosztasa

Eukariotak
Szerves vegyuletek
fogyasztasa
Allabakkal v. ostorral ——"
mozog, s
Néhanyuk
parazita

\

Pseudopods jpas _

BACTERIA
12 Kingdoms

Prokariétak
Peptidoglikan sejtfal
Hasadasos osztodas
Energiatermelés:

Szerves, szervetlen
vegyiiletek -

Fotoszintézis

Eukariétak
Kitin sejtfal
Szerves
/ vegyiiletek
fogyasztasa

Fonalas,
tobbsejtd,
egysejtl lehet

Prokariétak

Nincs peptidoglikan
sejtfal

Extrém koriilmények:

Metanogének,
extrém so tirok,
extrém termofilek




Nevezéktan

Carolus Linnaeus (1735) (Karl Linné)

Binomialis (tudomanyos) elnevezés

Minden fajnak ket neve van:
Nemzetseég (Genus) — fonev, mindig nagy betul
Faj (species) — melléknév, kisbetl

Szovegben mindkeét nev dolt betd, vagy alahuzott
Staphylococcus aureus (S. aureus)
Bacillus subtilis (B. subtilis)
Escherichia coli  (E. coli)

Ha két szervezet azonos nemzettség nevet visel, akkor genetikai
rokonsagban vannak.



Mikrookologia
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Keletkezhet-e spontan modon élet?

Mi okozza kis élolények megjelenését romld taplevesben?
Needham hipotézise: a mikrobak spontan keletkeznek

Spallazani’ hipotézise: a mikrobak a levegdbdl jonnek
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A tudatos ipari mikrobiolégia kezdete: Luis Pasteur

Pasteur megfigyelése:

Ezek élettelen gdmbok, vagy €ldé mikroorganizmusok?

élesztd + sz6I16 = izletes bor ® (ethanol)

bakterium + sz6l6 = rossz bor ® (lactic acid) >




Elméletek a betegsegek mikrobialis eredeterol

Oliver Wendell Holmes (US)

Meggyozodeése volt, hogy a sziilés utani elhalalozas
(gyermekagyi laz) gyakran ered az apoléndk és az
orvosok kezérél.

Semmelweis Ignac (Ausztria - Magyarorszag)

Eszrevette, hogy a halalozasi arany magasabb, ha
orvostanhallgatok végzik az apolast, mint mikor az
apolondk. (Mert az orvostanhallgaték boncoltak is.)

Nyaron a halalozasi arany lecsokkent. (Nem voltak
boncolasi gyakorlatok.)

1818 - 1865



Elméletek a betegsegek mikrobialis eredeterol

Robert Koch
1843 - 1910

Baktériumok tenyésztésére alkalmas
tapkozegeket kutatott. A zselatin
elfolyosodott. Egy kollega felesége ajanlotta
a konyhaban hasznalatos agart. (Tengeri
moszatbol szarmazoé poliszacharid). Nem
olvad és nem folydsodik. Hiszterézis az
olvadaspontban! Egyéb tapkomponensek
keverhetok hozza.

Koch bevezette a kétrészes Petri csésze
hasznalatat (elnevezés Julius Petri, német
bakteriologusrol) és a tiszta
baktériumtenyészetet biztositd technikat.

Koch fele fert6zés posztulatum
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Az immunologia kezdetei: Edward Jenner

Tudataban volt annak a népi igazsagnak, hogy aki
szarvasmarha himlét kapott korabban nem kap
himlét késobb.

A szarvasmarha himlé enyhe rosszullétet,
fajdalmat, néhany pattanast és nyelési
nehézséget okoz. Néhany nap alatt elmulik.

Ezzel szemben a himlo erételjes torzulast, néha
vaksagot, gyakran halalt okoz.

Jenner, az 1700-as évek végén kis bemetszést,
vagy beszurast végzett szarvasmarha himlé
anyaggal emberek karjan, hogy elkeriilje a himl6
fertozest.

Jenner munkaja tobb életet mentett meg, mint
barmely mas emberi eréfeszités.

1749 - 1823




Az immunoldgia kezdetei: Luis Pasteur

Pasteur a szarnyasokat fert6z6 kolera elleni megoldast
keresett csirkékben.

Egyik munkatarsa nem végezte el a tervezett idoben a
kisérletre szant csirke-csoport oltasat, csak napokkal 1822 - 1895
késobb. Az oltétenyészet lejart, eloregedett mire az oltast
elvégezte. Figyelemre mélté eredmény sziiletett: a csirkék
nem betegedtek meg, és ellenallova valtak a szarnyas kolera
ellen.

A mikroorganizmusok legyengiiltek vagy kihigultak

Pasteur hasonlé médon atalakitott mas organizmusokat is,
(lépfene, veszettség), mellyel kidolgozta az oltas és
immunizalas moédszerét.



A modern kemoterapia megjelenése

Vegyiiletekkel valé kezelés a kemoterapia.

A fert6zo betegségeket kezeld vegyiiletek természetes anyagok

(pl. kinin fa kéregbdl malaria ellen), szintetikus gyogyszerek, vagy
antibiotikumok.

Az antibiotikumok olyan vegyiiletek, amelyeket baktériumok, vagy gombak
allitanak elo, hogy gatoljanak, vagy megoljenek mas mikroorganizmusokat.

1910: Paul Ehrlich kifejlesztett egy arzén tartalmu vegyiiletet a Salvarsant a
szifilisz kezelésére.

O

1930-as évek: szulfonamidok szintézise NHs S—NH>

O



Az antibiotikumok megjelenése

Alexander Fleming (1881 - 1955), Skot
biologus és gyogyszerész észrevette,
hogy a sztafilokokkusz baktérium
koloniai eltintek a penész altal
fert6zott tenyészetben.

Fleming kiextrahalta a hatéanyagot a
gombabodl, amely a baktérium telep
eltiintetéséert volt felelos.

Ez vezetett ahhoz a felfedezéshez,
hogy bizonyos gombafajok a
baktériumok szaporodasat gatlo
anyagokat termelnek.

A terméket penicillinnek nevezte el,
melrt a gomba a Penicillium notatum
volt

Penicillin Structure

Drug Name

Lactam
ring o

penicillin G

penicillin V

ampicillin

amoxicillin

methicillin




A penicillin gatlo hatasa

Az antibiotikumok hatasossagat mai napig
ugy hatarozzak meg, hogy lemérik annak a
gyUrunek az atmerogjét, amelyben gatolta a
baktérium ndvekedéseét.

Késobb — feltételezve, hogy talalhatnak
mas gombakat, amik még tobb penicillin
kibocsatasara képesek, Szlrovizsgalatokat
alkalmazva valasztottak ki azt a Penicillium
chrysogenum (NRRL1951) tGrzset, amelyet
egy rothadt sargadinnyéradl izolaltak, és ez
a torzs lett a szul6-egyede mindazon ipari
mutans torzseknek, amelyekkel jelenleg a
vilag igen sok orszagaban a penicillint

77 7

eloallitjak.




Fleming tudataban volt felfedezésének
vilagmeretd jelent0ségéevel, ezert eljarasat és
a penicillint nem engedte szabadalmaztatni,
hanem a gyogyitas érdekében az 1950—es
évektol kezdve a vilag minden orszaganak
rendelkezésére bocsatotta.

Orvosi Nobel dijat kapott 1945-ben.

Thanks to PENTGILLIN
... He Will 'Gome Home |
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Mikrobiologial modszerek

|zolalas
A technolodgia alapjat képez6 mikroorganizmus megtalalasa.

Beszerzési forrasok: a mikroorganizmusok termeszetben Iévo biotopjabdl — talaj,
Iszap, viz, levegO, él0 szervezetek

Uj anyagcsere termékek varhatok extrém korulmények kozott é16 mikrobaktol: mély
tenger, nagy magassagok (sztratoszfera), hideg kérulmeények, sivatagok, gejzirek,
olajmezok.




Mikrobiologiai modszerek

|lzolalas

Inkubalas

Szilard =2 ez a leggyakoribb, mert itt legnagyobb a diverzitas |
minta minta =2 koézvetlenul Petri csészére
minta = vizes szuszpenzio = Petri csészére
minta felszinérdl steril vattaval .

Folyadék

s = esetleges higitas = esetleges dusitas elGinkubacioval G
minta E§

- szlirés+agar+inkubalas

LevegO = _ -
minta 2 SzUrés+agar+inkubalas



Mikrobiologiai modszerek

Az agar egy komplex poliszacharid, amelyet v6ros algabol
nyernek.

Szilard szobahomersékleten, folyékony 100°C-on, de nem
szilardul meg hateskor csak 42°C-on.

A tapanyagok eés a nedvesseg diffundalhatnak, mikozben a
szaporodo mikrobak nem usznak el, a kialakult telepek nem
keverednek.

W AR . =




Mikrobiologiai modszerek

Mikroorganizmusok egy természetes mintabOl

Mold spores
fuzzy growths

Yeast growths <" N
are more solid 5

HeathProO2 pectin culture growth after 60 hrs.

22



Mikrobiologial modszerek

Egyetlen sejtbol szarmazé koldnia eldallitasa:
Izzasig hevitjlik az oltokacsot, majd megvarjuk, hogy lehdljon.

Hozza érintjik a sejtek tenyészetéhez, és kis teriileten folyamatos csikon
huzunk vele enyhén nyomva az agar feliiletre.

Ujabb égetés és lehiités utan az elsé vonalat keresztezve ujabb kis teriiletet
satirozunk be a kaccsal, ezzel a szétkent mikrobak szama csokken.

ToObbszor ismételjuk az
eljarast, majd 1-2 napra
Inkubatorban tenyésztjuk a
sejteket.

A 4.-5. vonal huzasanal mar
olyan tavol kerultek
egymastol a sejtek, hogy
onallo koloniat tudnak
képezni. A koloniak igy
egyetlen sejt utddai,
genetikailag egységesek.




Mikrobiologial modszerek

Izolalas és screenelés kézi modszerrel, sejtbank - Research Cell Bank (RCB)
készitése

Omﬁﬁﬁl

{000
lelele

Tenyésztés egyesével,
analizis es kiértekelées
A |0 ,talalatokbol” E E E

sejtbank készitése
és lefagyasztasa

Technoldgiai tesztelés




Mikrobiologial modszerek
Dusito tapkdzeg (enrichment media)

A dusito tapk6zeg sok taplalé komponenst tartalmaz pl. véer, szérum,
élesztokivonat, hogy kényes és igenyes mikroorganizmusokat is
lehessen szaporitani.

Véres agar és csokolade agar (hOkezelt vér)




Mikrobiologial modszerek

Szelektiv média:

pl.: antibiotikum ->» csak gombak nonek
antifungalis szerek = baktériumok nének
savanyu kdzeg - éleszt6k n6nek — Inkubalas

specialis tapanyag =2 pl. metanol hasznositok n6nek
aminosavak hianya = heterotrofok nének ]

Eozin metilénkék agar
(Eosin-methyleneblue agar - EMB)

Metilénkék festéket tartalmaz,

toxikus a Gram+ baktériumok szamara,

viszont a Gram-— baktéeriumok szaporodni

tudnak rajta.




Mikrobiologiai modszerek

Differencialo tapkozeg:

A kozeli rokonsagban allo mikroorganizmusok, vagy csoportok kozotti
differencialasra alkalmas.

Mindkeét (vagy tobb) csoport képes szaporodni és telepet képezni, de
kilobnb6z6 megjelenési formaban (szin, telepek széle, vastagsaga...)

Ezt a differencialodast festékek és kémiai anyagok hozzaadasaval

lehet elérni. Pl., Mac Conkey (MCK) agar.

Gram-

Gram+




Mikrobiologiai modszerek
Screenelés (screening)

Keresni azokat a torzseket az izolatumok k6zo6tt, amelyek:

Nagy termelokeéepesseggel rendelkeznek
Stabil biokemiai es genetikai tulajdonsaggal rendelkeznek (80-100 gen.)
Nem termelnek karos melléktermekeket
Konnyen tenyészthetok nagy léptékben is (mert pl. elég gyorsan nonek)

Egy példa: Tejsavtermelo baktérium torzs kivalasztasa

Tapoldat ¥ Tapoldat
+ pH indikéator I + CaCOg,
+ agar d + agar




Mikrobiologiai modszerek

High Throughput Screening (HTS)
Nagy szamban, automatizalt modon keresni termel0d torzseket
az izolatumok kozott.
Leépései:
1. Egy sejtbdl indult kolonia azonositasa képelemzeéssel
2. A kolonia érintése steril eszkdzzel (pipettahegy, palca, kacs),
v. mikrocsipesz alkalmazasa mikroszkop alatt.
3. A kolonia atvitele friss folyekony tapoldatba
4. Tenyeésztes (inkubacio)
5. In-line v. at-line analizis sejtszamra, termeékre, vagy intermedierre
6. A legjobb termeldk elkllonitése tovabbi vizsgalatra




Mikrobiologiai modszerek

High Throughput Screening (HTS) work station

liquid carousel for compound
handling plates and pipette tips

workstation - ghaker incubator lbarcoclje reader _robotic arm

cell culture
incubator

e

fluorescence
platereaders

~cell wash
i workstation

trash



Mikrobiologiai modszerek
Azonositas (Identification)
Fenotipusosan:
makroszkopikus tul.: telep szine, nagysaga, formaja
mikroszkopikus tul.: sejt alakja,csoportosulasa, mozgasszerve,
sejtmagja, sejtfala (Gram festes, mas festések)
biokémiai tul.: oxidaz proba, aerob/anaerob dextroz fogyasztas,

ureaz, kénhidrogen, Analytical Profile Index (API), stb.

Az Epterobactensceae csaladba taozo bakienumok
identifikalasara alkalmas AP IOE tes2,
Hoasral szarmazd baklénum izolatum leoltasa ulan kapott eredmenyek




Mikrobiologial modszerek

Azonositas:
Analytical Profile Index (API)

ONPG (B-galactosidase),

ADH (arginine dihydrolase),
LDC (lysine decarboxylase),
ODC (ornithine decarboxylase),
CIT (citrate utilization),

H,S (sulfide production),

URE (urease),

TDA (tryptophane deaminase),
IND (indole production),

VP (Voges-Proskauer reaction),
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GEL (gelatin liguefaction),
GLU (glucose fermentation),
MAN (mannitol fermentation),
INO (inositol fermetation),
SOR (sorbitol fermentation),
RHA (rhamnose fermentation),
SAC (sucrose fermentation),
MEL (melibiose fermentation),

AMY (amygdalin fermentation),

ARA (arabinose fermentation)




Azonositas:

cultu A L

no. H C

8030 4+ = <

8068 = = =

8P14 = - <+

Mikrobiologial modszerek

Analytical Profile Index (API)
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Mikrobiologiai modszerek

Genetikai azonositas: pl. 16S RNS szekvencia alapjan

E'JL

DNS tisztitdsa tenyészetbdl

<

R

~mm

DNS sokszorositads a 16S RNS génen

O
=
=-1_

A DNS darab szekvenalasa

<

A szekvenciak 6sszehasonlitasa

O

A tOrzs azonositasa

Taxon \ Character . | *
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3 I"Ielil:uniusn'ielpumeneTTAGTl.'.iCAAATA.&AACAA#AAEEGTTGCGACCGECGATETTGG
-Unknown TTlGTlEAlATTlAlAATTTAGTTTEEtl'EClEGAlGTTGG
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- B ichenidormis (270356913

8 .amyigliquefaciens (2294849)
Ii B cereus (272825710)

- H psepdomycondes (226897 508)
B .cereus (226897565)

B thuringiansis (215983496)

B thuringranss (2159834808)

B mycoides (269979229)
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Mikrobiologial modszerek

Torzsfejlesztés mutacioval

Az él6észervezet képességeit a genomja hatarozza meg = a fejlesztéshez

genomot kell médositani = mutacio

Some common chemical mutagens.

Chemical mutagen

Fizikai mutagének: Class ot
-besugarzas - UV, gamma, Rontgen; chemicals
dézis (intenzitas x id6) e
N 11y i | Azindines 1
Kémiai mutagének: I Mustards 2
; p 3
-DN’S-t megvaltOZt’at.O’ an.ya"gOk’ Il Nitrosamines 4
doézis (koncentracidé x ido) 5.
(i}
IV Epoxides 1
8
- VvV Alkyl Q.
1. MutaClO sujpyhnn;lle:«: 10,

I
2.mutansok kitenyésztése (izolalasa) Vi Miscellaneous 12.

13.
3.mutansok sziirése (ki lett jobb) .

4 kicsit jobbak ujra mutaltatasa

. Ethyleneimine

. Nitrogen mustard

. Sulphur mustard

. Dimethyl nitrosamine

Nitrosoguanidine

. Nitroso methyl urea
. Ethylene oxide
. Diepoxybutane

Diethyl sulphonate
Methyl methane sulphonate
Ethyl methane sulphonate
Nitrous acid

Maleic hydrazide
Hydrazine

. Hydroxylamine



Mikrobiologiai modszerek

Torzsfejlesztés gén manipulaciéval

Az él6 szervezet képességeit a genomja hatarozza meg = a fejlesztéshez
genomot kell médositani = molekularis bioldgiai beavatkozas DNS szinten

« Uj gén bevitele: kromoszémaba vagy plazmidba (ez utébbi kis méretii cirkularis
DNS, amely a kromoszématol fiiggetlen, fontos tulajdonsagokat
koddol6 géneket hordoz, mint pl. antibiotikum rezisztencia)

* Meglévo gén atalakitasa: delécid, inzercid, szintetikus gén bevitel
 Promoterek befolyasolasa: aktivalasa (m-RNS szintézis novelése)
elnyomasa (m-RNS szintézis csokkentése)

C:Z = | repressor
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general transcription factors
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promoter RNA transcript



Mikrobiol6giai médszerek: Osszefoglalas

|Izolalas a természetbOl v. beszerzés a TorzsbankboOl

Gén manipulacio
Sajat gén atalakitasa
v. kiilsG gén bevitele

/N
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/ Egysejt koloniak \

|

Mutagéen kezelés
UV, Rontgen, gamma,
kémiai

Kézi, v. Automata-HTS

| 30 10 % tulelo
Egysejtkolénia/ Screening stratégia \ 0 osueo

y

Egysejt kolonia

Folyadékban

Nagyszamu parhuzamos tenyésztés

= termékextrakcio

Szilard feltleten = ha a termék diffundal és lathato

Analitika
Terméek mennyiseg
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Mikrobiologial modszerek

Tartositas, fenntartas

-aktiv formaban:
-szaritva ampullaban (liofilezve)

-lelassitva agaron, hitoben
(id0szakos atoltas)
-ferdeagar kémcsoben (+olaj) ___/
-szurt agar kémcsoOben (anaerobok)
-petricsészeés agaron

]
O

- fagyasztva (-150°C, folyékony nitrogen -193°C)

-inaktiv formaban: sporak, szaporitoképletek



Steril munkavegzeés

HEPA (high efficiency IF
particulate air ) filter o
99.99%-ban kiszulri a T
levegObol a 0.2 mikron ft 14038
méret(i részecskéket. o ngnl
“z'!:;'f} Ny
10

A szurt levegOt a rendszer
folyamatosan aramoltatja
a munkafeluleten.



Tenyesztbedenyek bakteriumokhoz,
élesztOkhoz, gombakhoz

Petri-csészék

Razott lombikok
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Tenyesztoedények emlOs sejtekhez

e Petri-csészék

e TObblyuku lemezek (plate)
e T- Flaskak

e Razott lombikok

Roller flaskak

Roller
Bottle o~ =

Cells

edium

Wheelin Driven
Roller 4 Roller




Mikroszkopok

A sejtek novekedesenek vizsgalata

A sejtszerkezet vizsgalata

A sejt eletkepesseg vizsgalata

-

FertOzések kiszurese
Sejtszamolas
Festési eljarasok

Transzfekcio ellenOrzése
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Mikroszkop

Anton van Leeuwenhoek (1632-1723)

Elsoként észlelt szabad szemmel nem
lathato képleteket és élolényeket kb.1674

Az altala elért nagyitas 300X
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Ocular
(eyepiece

Body

Nosepiece

Objective lens (4)

Mechanical stage

Substage condenser

Aperture diaphragm control
Base with light source

Field diaphragm lever

Light intensity control

Fenymikroszkop

= Interpupillary adjustment

Arm

Coarse focus
adjustment knob

Fine focus
adjustment knob

Stage adjustment knobs



A fény utja

Brain

;

P

Retina
Eye

Virtual image

Ocular lens
___________________ -

Real image

Objective lens

Light rays
strike
specimen

Condenser lens

Light source




A fénymikroszkop tipusai

Vilagos latoterd -

a legaltalanosabban hasznalt
modszer, a targy sotétebb, mint a
kornyezo6 latobmezo

Sotét latoterd -
vilagos targy a sotét latdbmezében

Faziskontraszt -

a targyon athaladé fény hullama
finom fazis valtozast szenved,
amelyet a mikroszkoép
fényintenzitasbeli kiilonbséggeé
alakit. A legjobb intracellularis
szerkezetek vizsgalatara.
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A sotétlatoterd mikroszkop

A fenysugar ferdén elhalad és nem lep be az
objektivbe, ha nincs targy ami eltéritse

Objektiv lencse Objektiv lencse

\ | 0
& &
A2 : A2
o\ - o\
Y : &
Q . Q
P &
& &

A fény nagy része,
amit eltérit a targy,
bejut az objektivbe

- A latétér sotét
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A sotét latoterd mikroszkop
mukoddésének alapja:

a kondenzor specialis rekesze
(diafragmaja) azokat a sugarakat
szuri ki, amelyek az objektivbe
jutnanak, igy csak a targy
pontjain szérodo fénysugarak
vesznek reszt a kép
kialakitasaban




Fazislemez

A minta altal refraktalt v.\-

A faziskontraszt mikroszkop mukodése
N . )
§ § Egyes, a fenyforrasbol
késés = 1/ a I

a kondenzoron at
érkez0 sugarak a

diffraktalt feny OBJEKTIV g . - —
o e § § mintan faziskésést
Aminta dltal pem __— szenvednek, amit az
R S objektiv fazislemeze
e = megnovel.
Kondenzor
- § § § A keésest nem szenvedo
AR és a késb sugarakat az
dirkt sugarak objektiv fokuszalja: itt a
o /) - — S - fe__llépc’i intferferencia
| R.I.=1.0 R.I=1.5 R.I1.=1.33 R.IL.=1.0 kovetkezteben a
- i talalkozé hullamok
i vagy kioltjak, vagy
yore- F erositik egymast, ennek

hatasara er6s kontraszt
alakul ki.




A faziskontraszt mikroszkop mikodese

Phase Contrast Optical System Alignmant

=—Diffracted

Direct Light
(Surround)—— -
Light e —

Living Cells in Brightfield and Phase Contrast

E =

(a) (b)
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A fluoreszcens mikroszkop mukodése

Ultraviola sugarforrassal ellatott mikroszkép, amely a szem védelmére
szolgalo szirdvel is rendelkezik.

Olyan festékeket hasznal, amely lathat6 fényt sugaroz, ha rovid
hullamhosszu UV fénnyel valé besugarzast kap.

Kiilonosen fert6zo6 betegségek diagnosztikajaban hasznos

detactar

ﬁ High-energy state
b P

_'-_h'.-—“ Lowest singlet excited state
-g g \/\/\ﬁ:lm
] J acular
&
Principle of Excitation and Emission EMiSsion
Ultraviolet (UV) filter | |
— = G = Ultraviale = o
state a"dL?;;iﬁ'lchtm Emitted q Exritatian
o A filtar
| -I ity =
: MIrrar
o, v .
A\ / light
SOUTCE

Filter

objectiva

fluorascant
speciment
r o V)

Fluorescent ad
Specimen




A konfokalis mikroszkop

A konfokalis mikroszkop fluoreszcensen jelolt mintak vizsgalatara alkalmas.
A hagyomanyos mikroszkopokkal szemben, ahol a minta egy teruletét éri a
megvilagitas, a konfokalis mikroszkopnal egyszerre csak a minta egy pontjat
vilagitjak meg, igy a konfokalis elrendezés 6nmagaban nem ad kepet.

A pasztazo nyalab végig megy a vizsgalando feluleten (beam scanning), epp ugy,
ahogy az elektronsugar a téevéekéepernyon. A detektor minden egyes pontban megmeri
a feny intenzitasat. A kapott digitalis kep szamitogeppel kezelhet6 es elemezheto.

TObb szelet kepét 6sszerakva a fluorofor térbeli elhelyezkedése is vizsgalhato.
A konfokalis kepalkotas lényege, hogy a rendszer csak a fokuszsikbol jovo fényt
detektalja.

"1..__“

detektor

) dikroikus konfokalis

minta objektiv tiikor ﬂnrgsa I
!

| -

> |~ 4
S <-<
Fal

I

|

| gerjesztd |
lezerfeny




Az elektron mikroszkop

A képalkotast elektronnyalab végzi, amely felgyorsitott allapotban
hullamszerien halad at a mintan, v. veroédik vissza a mintarol.

Az elektron hullamok 100,000X rovidebbek, mint a lathaté fény
hullamai.

Az elektronnyalab nagyon részletes képet tud adni egészen kicsiny
strukturakrol is, mert a felbontas a hullamhossztol fligg.

A nagyitas 5,000X és1,000,000X tartomanyban van.

Egy sérult mitokondrium 52 Baktéerium tenyészet



Az elektron mikroszkop

Két fajtaja van:

Transzmisszios Pasztazd
elektronmikroszkop elektronmikroszkép

. y ¥ q == | Atvilagito elektron mikroszkop
X R Transmission electron
0K microscopes (TEM)
M N N ¥ | pasztazé elektronmikroszkop
W | Scanning electron microscopes
(SEM)

Pasztaz6 EM (SEM) kép limfocita sejtfelszinén gt &
talalhaté HIV virusokrol (pl. nyilnal) &
A méré szakasz 100 nm, Nagyitas x50,000. [ “§

. (4
£ -
¥
~
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Atvilagito elektron mikroszkop
Transmission electron microscopes (TEM)

A TEM magas feszultsegu elektronsugarat
hasznal, amelyet egy katod bocsajt ki.

Az elektronsugar részlegesen athatol a
vékony mintan, bizonyos helyeken
elnyelddik, igy hordoz informaciot a
targyrol.

A ,kép” nagyitasat a magnesekkel
fokuszalhato elektronnyalabok adjak,
amelyek vegul fluorescens erny6hoz,
fotolemezhez, vagy fenyérzéekeny
érzékeldkhoz (pl. CCD kamera) utkozve
alakitjak ki a képet.

A vastagabb részek sotétebbek, a
vékonyabb részek vilagosabbak lesznek.
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Pasztazo elektronmikroszkop - Scanning electron microscopes
(SEM)

A SEM esetében egy vékony
elektronsugar bombazza ide oda
pasztazva a femfusttel el6z6leg
beboritott minta feltletét.

A TEM-el szemben itt nem a primer
elektronnyalab, hanem a fellletrol
emittalt (a primer elektronok altal
kittott) szekunder elektronok
alkotjak a képet.

A primer elektronnyalab helyzete és
az abban a helyzetben - a szekunder
elektronok altal gerjesztett - jel
tarolasra kerul, amig a teljes
raszteren végig megy a primer sugar.
A jelekbOl részletes 3D kép allithato

Ossze.
55




Sejtszamlalasi modszerek
TOmegmeressel vagy tenyesztessel

1. Sejt szarazanyag mérés (1-10 g/L) (Szlrés utan szaritas 105°C-on)

2. Higitasos szeleszteses modszer (CFU/mI)

csak €élo es telepet Iétrehozni kepes egyedeket szamol.

3. Tenyésztés soran a redukald kepesseg merese

$T

Aranyos a tenyeszet biokémiai aktivitasaval, és bizonyos

in

feltetelek eseten a sejtszammal. -
S

. i i Redukci6 0W,,:-T,oﬁ_,_?-:-x.‘.;.ﬂ ]

AAND NP —_— — bR o] &

: A sejt metabolizmusa altal —~ ™ =

80

Resazurin Resorufin
Blue and weakly fluorescent Red and highly fluorescent

0



Sejtszamlalasi modszerek
Lathato fény vagy lézer felhasznalasaval

V{4 Vi d

4. OD-optikai struseg (VIS fotometer, 600-660nm, Lambert-Beer torv.)
5. Turbidimetria , Nefelometria (online is lehet)

6. Mikroszkop — sejtszamlalas Burker kamraval (1076 db/ml)

7. Cellcounter

Kvarc kivetta

kapl I |ériSba Foto detektor ¥

felszivott, es ablak
elott elhalado sejtek

szamlalasa lézerrel.

Fokuszal6
lencse

Fokuszal6
L lencse

/ ; \ Lézer forras

Minta



Sejtszamlalasi modszerek
Elektromos erdter felhasznalasaval

8. Kapacitancia mérésen alapulo sejtkoncentracido meres

A sejt membranok két oldalan levo
eltérd ionkoncentracid mérhet6

kapacitast hoz létre.

e~

Ez a jel befoghato és felerGsitheto
Az elo sejtek szamaval aranyos

jelet ad.



Sejtszamlalas OD, turbidimetria, vagy nefelometria
segitségevel

Kozvetlen
feny  — —— \
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@ I
Y il I | o | § Y
- I | 100-0 100d ¢
= - . Percent light 0
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*““*Jf‘}f’? & pectrophc.t.t, /
Fényforras Tgnxe_szet Fény érzékeny H-J
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. detektor
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- Tenyészetr6l
(b) (<) sz6rédé fény

(ha ezt mérjuk,
akkor nefelometria)



Sejtszamolas Burker kamraval
Burker vagy Neubauer kamra segitseégével egy hatarozott térfogatban lehet a
sejteket megszamolni. Fix folyadéek vastagsag adja a fix térfogatot.

Tripankék festékkel megfestve az emlos sejteket a halott sejtekbe behatol a
festék (kekek lesznek, az é16 sejtekbe nem hatol be a festék, igy fehérek

maradnak.)
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