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’ Festési eljarasok a mikrobioldgiaban
‘ Festett készitmények vizsgdlata
O

e Festékek

o Bazikus - kromofor csoport kation jellegli — kotédés
savas karakter(i alkotérészekhez (pl. nukleinsavak, fehérjék
karboxilcsoport, foszfatszemcsék): metilénkék,
kristalyibolya...

> Savas — kromofor csoport anion jellegti — kot6dés bazikus
karaktert alkotorészekhez (pl. fehérjék pozitiv toltést rész,
mitokondrium, citoplazma, ): eozin, fukszin...

> Semleges- hidrofob komponensek, lipidek festése:
rhodamin B, szudanvoros

» Pozitiv vagy negativ festés

» Egyszera vagy osszetett festés (differencialo
festés)

* Polikrom festés
> egy festék, egyes alkotérészek mas-mas szintiek (pl.

‘ Bacillus anthracis festés karbolvizes toluidinkékkel = {_;_”\\,5?\
o tok rozsaszin, sejt kék) @ 3,'}1 o
/ Nl B
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Specialis és 0sszetett festési
modszerek

e Mikroorganizmusok min6ségi
vizsgalata

Célok

e Mikroorganizmus csoportok
elkiilonitése

» Specidlis sejtalkotorészek kimutatasa




Estructura de la célula procariota

Laborgyakorlat

Festett készitmények

— baktériumok és
gombdk vizsgdlata

http://biologia.laguia2zooo.com/citologi

¢ Gram_festés a/PaTtes-de-la—Celula—procariota
» Tok kimutatasa o

NUCLEO

» Mitokondrium gr- G
kimutatdsa “‘“’ B
* Glikogén kimutatdasa m

— A.de Golgi

Microfilamentos

» Sporaszinezés

Ribosomas ¢ e Microtibulos

http://cassany.cat/ESO/celula/eucariota.jpg



Prokariota sejtfaltipusok - példak

Sejthatarolo feliilet

Szervezet Specialis jellemzok

forma, szferoplaszt, protoplaszt (pl.
Bacillus megaterium), Archea
(Thermoplasma, Ferroplasma)

Citoplazma-membran Nincs sejtfal

osszetétele
“‘ Mollicutes (pl. Mycoplasma sp.), L-

Vastag peptidoglikan
Gram-pozitiv baktériumok Sejtfal, c1top}azma— (mu%‘eln) .reteg, teichosavak,
membran lipoteichosavak, Mg-
ribonukleat

Vékony peptidoglikan réteg,
lipoproteinek, kiils6
membran,
lipopoliszacharidok

Sejtfal, citoplazma-

Gram-negativ baktériumok .
membran

S-réteg (proteinek
/glikoproterinek) /
heteropoliszacharid,
citoplazma-membran

Nincs peptidoglikan (kiv.
metanogének
pszeudopeptidoglikdnja)

Archea (pl. Halobacterium sp.)

Vékony peptidoglikan,
arabinogalaktan, mikolsavak,
lipidek

Mycobacterium sp. Mikolsavak (viaszos réteg),
(savall6é baktériumok) citoplazma-membran

Kiils6 kettos kopeny;,
Lampropedia hyalina cementaloréteg, sejtfal, ?
citoplazma-membran



Kilonleges ,sejtfalszerkezetek”

£ - i tml tj?:/ / .pb.flgt/yirlises s.php?id:,,r468&name g,
== : : = “M 2 a%z0hominis&limit=1400 . .
"“." . o

Mycoplasma hominis

Lampropedia hyalina (Blu Nilo festék)

http://eboals.bologna.enea.it/ambtd/articoli/lamprope.htm



a Gram-negative bacteria

Lipopolysaccharide
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b Gram-positive bacteria

Peptidoglycan|

Cell
membrane, ||

d Fungi

Manno-
proteins

Cell |

membrane

Teichoic acid
Lipoteichoic acid

Nature Reviews | Microbiology

Nature Reviews Microbiology volume 13, pages 620-630 (2015)



Peptidoglikan

CH,OH CH,OH
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Peptite that cleaves thep-(1,4)
linkages of peptidoglycans
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bridge

Chemical structure of peptidoglycan: the S. H
aureus bacterial cell wall peptidoglycan o

https://www3.nd.edu/~aseriann/CHAP11B.html/imgo37.gif




Copyright © The McGraw-Hll Companies, Inc. Permission required for reproduction or display
Gram-Positive Gram-Negative
m?telchoac acid

Outer
membrane layer

http://www.microbiologyinfo.com/differences-between-gram-positive-and-gram-negative-bacteria/
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Gram-festes

o Hans Christian Joachim Gram (dan kutatd)

o Elv: trifenil-metan tipusu szinezék + jod oldat—

jodpararozanilin komplex —Gram+ sejtekb6él nem
moshato ki, Gram- sejtekbdl igen

+ kontraszt szinezés
* Eredmény

‘ " \V;\
vl Peaf L
= gy & TS0 D

http://www.path.cam.ac.uk/Microb
iology/BI_Bacteriology/CL_Clostrid
ia/M_BI_CL_zosmall.jpg

http://faculty.ccbcmd.edu/courses/bioi41/la http://homepages.wmich.edu/~rossbach/b
bmanua/lab6/images/Ecolioi_scale.jpg ios312/LabProcedures/Gramposcocci.jpg

 Japan Gram-proba (40% KOH)

>



Tok kimutatasa

Tok: ,,nyalkaburok”, koriilveszi a sejtet
Anyaga: homogén vagy heterogén,

o poliszacharid, polipeptid, aminocukor, fehérje-
lipopoliszacharid

Egyszerli vagy bordas

Szerepe:
o patogének virulencidja, véd a fagocitdzis ellen
véd a kiszaradastol
tartalék tapanyag
lokalizacid
tapanyag-adszorpcid

(e]

(e]

(e]

(e]

Kimutatas:
° negativ festés




Mitokondrium és glikogén
kimutatasa

* Mitokondrium: kémiai energia
atalakitasa és termelése

Kimutatasa:

Redox festékkel (mitokondriumban oxidalt
allapotban marad)

* Glikogén:

tartaléktapanyag, gliikéz poliszacharid,
gyorsan mobilizalhaté tapanyag

Kimutatasa:
Lugollal




Endosporaképzés

 Bacillus, Clostridium, Sporosarcina sp.

» A sziilbsejt kitart6 allapota )

A tulélést teszi lehetové

» Rendkiviil ellenallé 1t 2= <200
» Elhelyezkedés: terminalis, centralis, szubterminalis,

o Alak: szubtilisz (1,2), klosztridium (3,4,5,6)

7 Red arrows indicate
=) endospores

\ - & and spores of

Clostridium botulinum

http://textbookofbacteriology.net/medical_1.html
http://w3.georgikon.hu/tansz
ekek/Novtud/Mikrobiologia/a
gr%:z2omikro%:zo1.pdf




Az endospora szerkezete

Exosporium nap
(BclA)

Exosporium
basal layer

Spore coat

Cortex

Exosporium

Interspace l '

Spéraburok

Kiilsé elé6spéramembran

Sporafal

George C. Stewart Microbiol. Mol. Biol.
Rev. 2015; doi:10.1128/MMBR.00050-
Spora oo ; 15
protoplaszt  * Belsé eléspéramembran

Riboszéma

Nukleoid

http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tananyagok/BevProkariotakVilagaba/cho3sog.html
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Gram-festés menete

Bacillus cereus Gram (+)
Escherichia coli  Gram (-)

\
&

1. Kenet készités
>, Szaritas

3 Rogzités

4. Festés kristalyibolyaval 2 percig /leonteni!/
5. Lugol 2 perc

6.  Mosas aceton-etanollal

7. Mosas csapvizzel

8 Festés szafraninnal 2-3 perc

9.  Mosas csapvizzel

0. Mikroszkdpizalas (40x)

1. Szaritas

2. Olajimmerzio

Gram (+) sejt kék
Gram (-) sejt piros
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Specialis sejtalkotorészek kimutatasa
Tok, mitokondrium, glikogén

» Tokfestés
Schizosaccharomyces pombe

Egy csepp tusban szuszpendalunk egy kacsnyi 72 6ras mikrobat.

o Mitokondrium festés
Saccharomyces cerevisiae (T22)

Egy csepp Janus zo0ld oldatban szuszpendalunk 1 kacsnyi 24 6ras T22-t.

» Glikogén festés
Saccharomyces cerevisiae (T22)

Egy csepp Lugol oldatban szuszpendalunk 1 kacsnyi 24 6ras T22-t.
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Sporaszinezes
Malachitzolddel

5
6
7.
8

Szuszpenzio készitése
Szaritas

Rogzités /lang felett athuzni
2-3 szor /

10 percig szaritopadkan
malachitzolddel melegitjiik
/ne szaradjon be/

Mosas 1/2 percig vizzel
Szafraninos festés 3 perc
Mosas csapvizzel
Mikroszképizalas (40x)

Spora: zold
Vegetativ sejt: piros

Schaffer-Foulton festés

Karbolfuxinnal

® N o v

0.

Szuszpenzio készitése
Szaritas

Rogzités /lang felett 2-3szor
athuzni/

10 percig szaritopadkan
Ziehl-Nielsen féle

karbolfuxinnal melegitjiik
/ne szaradjon be/

Vizes oblités
10%-0s kénsavval mosas
Vizes oblités

Festés metilénkékkel 2-3
perc

Mosas csapvizzel

10. Mikroszkopizalas (40x)

Spora: piros
Vegetativ sejt: kék



KOSZONOM A FIGYELMET!




N

IS TN- NIV SEVY

Gram-szinezes

Bacillus cereus
Escherichia coli

Gram (+)
Gram (-)

Kenet készités

Szaritas

Rogzites

Festés kristalyibolyaval 2 percig
/leonteni!/

Lugol 2 perc

Mosas aceton-etanollal
Mosas csapvizzel

Festés szafraninnal 2-3 perc
Mosas csapvizzel
Mikroszkdpizalas (40x)
Szaritas

Olajimmerzio

Gram (+) sejt kék
Gram (-) sejt piros

Tok, mitokondrium és
glikogén kimutatasa

Tokfestés
Schizosaccharomyces pombe

Egy csepp tusban szuszpendalunk
egy kacsnyi 72 6ras mikrobat.

Mitokondrium festés
Saccharomyces cerevisiae (T22)

Egy csepp Janus zo0ld oldatban
szuszpendalunk 1 kacsnyi 24 6ras
T22-t.

Glikogén festés
Saccharomyces cerevisiae (T22)

Egy csepp Lugol oldatban
szuszpendalunk 1 kacsnyi 24 6ras
T22-t.



Mtegyetem Kiadd, Budapest, 2001

o Sveiczer Akos: Mikrobiologia, el6adas jegyzet,
Miegyetem, Budapest, 2008




