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Miért tanulmanyozzuk a mikroorganizmusokat

Az élet minden teriletén
elofordulnak

— Minden kornyezetben
elofordulnak
(Grmikrobiologia is!)

— Az élet fenntartasahoz
szukséges folyamatokban
(élelmiszeripar |
taplaléklanc és korforgas)

— Elényos jelenlét sok )

b | Ot é p b an (h um én EXPOSE-E facility mounted on the EuTeF platform of the European Columbus module of the ISS.

2 | 22 s . (Courtesy of ESA and NASA )
bélflora, b orfelllet)

survival of microorganisms in space protected by meteorte

— Kis reszik patogen matenal: results of the expernment 'EXO [Adv Space Res. 2002]
— Sok gazdasagi problema Long-term survival of bacterial spores in space.
okozodi is [Adv Space Res. 19594]

Chverview of the space environmental effects observed on the
retrieved Long Duration Exposure Facilit [Adv Space Res. 1994]
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Eukariotak
Cellul6z sejtfal
Fotoszintetizalok

Elélények felosztasa

Molekularis oxigén és A
szerves anyag \ Eukariotak
termel 6k . Kitin sejtfal

R e | S Szerves
Eukariotak ' vegytletek
Szerves vegyiletek fogyasztasa
fogyasztasa 3 \ / Fonalas,
Allabakkal v. ostoral - g Euﬂﬁh‘i"-ﬁ | tobbsejt d,
mozog, =N 10 Kingdoms egysejt U lehet
Néhanyuk =L .
parazita

BACTERIA
12 Kingdoms

Prokariotak

Prokariotak : : L
Nincs peptidoglikan

Peptidoglikan sejtfal

] e sejtfal
HasaQasos osztodas Extrém koralmények:
Energiatermelés: Metanogének

Szerves, szervetlen
vegytletek

Fotoszintézis

extrém so t Urok,
extréem termofilek
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Nevezéktan

Carolus Linnaeus (1735) (Karl Linné)

Binomialis (tudomanyos) elnevezés

Minden fajnak két neve van:
Nemzettség (Genus) — f 6név, mindig nagy bet
Faj (species) — melléknév, kisbet

Szovegben mindkét nev dolt bet , vagy alahuzott
Staphylococcus aureus (S. aureus)
Bacillus subtilis  (B. subtilis)

Escherichia coli  (E. coli)

Ha két szervezet azonos nemzettség nevet visel, akkor g  enetikai
rokonsagban vannak.
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Mikrookoldgia

ElShelyek: leveg 6, viz, talaj

Eletformak: kommenzalista,

extreme extreme
moderate thermophilic thermophilic
thermophile bacterium archaeon

o mesophile ;r.'\ P .
mutualista (szimbiozis), parazita ; psychrophile ,., "1 ,—" 11 ",f 1 o"
Eletkdrilmények: h  émérséklet tolerancia é ,.- YL/ ‘: |
b L adl o - ! .
(pszichrofil, mezofil, termofil) R “Lm:f;ff,,ei"c LR
pH tolerancia (acidophil, neutrophil, alkalophil) Growth responce to pH
sé t{irés (ozmotolerancia) Gema Facuia
ate

Mikrobak szerepe a bioszféraban: fotoszintetizalok
(CO2-t megkdthetnek),
Energiat termelhetnek

lebontok: C, N, P, S kdrforgalomba visszajuttatasa

idomany Tanszék
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Keletkezhet-e spontan modon élet?

Mi okozza kis el 6lények megjelenését romlo taplevesben?
Needham hipotézise: a mikrobak spontan keletkeznek

Spallazani’ hipotézise: a mikrobak a levegdébdl jonnek

A forralas megoli  6ket

Needham >

s,

1713 - 1781

Spallazani >

- -

il

o sy i
1729 - 1799

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman y Tanszek




A tudatos ipari mikrobioldgia kezdete: Luis Pasteur

Pasteur megfigyelése:

Ezek élettelen gombok, vagy él 6 mikroorganizmusok?

éleszt6 + sz616 = izletes bor © (ethanol)

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




Fermentacio es paszt 0rozés

Pasteur kimutatta, hogy a fermentacios folyamatokéer  t a mikroorganizmusok
felel dsek. PIl. cukor fermentacioja alkoholla a sor és bo  r készitesben.

A mikroba-szaporodas az élelmiszerromlasert is felel  6s: baktériumok, amelyek
alkoholt hasznalnak és ecetsavat termelnek a bort ec  etté valtoztatjak.

Pasteur kimutatta, hogy ezek a rothaszté baktériumok elpusztithaték h 6vel, amely
ugyanakkor nem tartds h 6kezelés, igy az alkohol nem tavozik, az ital valtozatlan
marad. Ez az eljaras a paszt 6rdzés, amely mas folyékony élelmiszereknél is
hatasos.

Pasztérozes nyomassal ( High Pressure Process ) 6000 bar, 3 perc

PRODUCT LOADING VESSEL PRE-FILLING
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UNPROCESSED i
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PRESSURE
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PROCESSED
BATCH




Elméletek a betegségek mikrobialis eredetér Ol

Oliver Wendell Holmes (US)

Meggy 6z6dése volt, hogy a szilés utani elhalalozas
(gyermekagyi laz) gyakran ered az apolon ok es az
orvosok kezér ol.

1809 - 1894

Semmelweis Ignac (Ausztria — Magyarorszag)

Eszrevette, hogy a halalozasi arany magasabb, ha
orvostanhallgatok végzik az apolast, mint mikor az
apolon 6k. (Mert az orvostanhallgatok boncoltak is.)

Nyaron a halalozasi arany lecsokkent. (Nem voltak
boncolasi gyakorlatok.)
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Elméletek a betegségek mikrobialis eredetér ol

Robert Koch

1843 - 1910

Baktériumok tenyésztésere alkalmas
tapkodzegeket kutatott. A zselatin

elfolyosodott. Egy kollega felesége ajanlotta
a konyhaban hasznalatos agart. (Tengeri
moszatbol szarmazo poliszacharid). Nem
olvad és nem folyosodik. Hiszterézis az
olvadaspontban! Egyéb tapkomponensek

keverhet 6k hozza.

Koch bevezette a kétrészes Petri csésze
hasznalatat (elnevezes Julius Petri, német

bakteriologusrol) es a tiszta

baktériumtenyészetet biztosito technikat.
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Koch féle fert 6zés posztulatum
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Az immunoldgia kezdetei: Edward Jenner

Tudataban volt annak a népi igazsagnak, hogy aki
szarvasmarha himl 6t kapott kordbban nem kap
himl 6t kés 6bb.

A szarvasmarha himl 6 enyhe rosszullétet,
fajdalmat, néhany pattanast és nyelési
nehézséget okoz. Nehany nap alatt eimulik.

Ezzel szemben a himl 6 erételjes torzulast, neha
vaksagot, gyakran halalt okoz.

Jenner, az 1700-as évek végén kis bemetszest,
vagy beszurast vegzett szarvasmarha himl 6
anyaggal emberek karjan, hogy elkerllje a himl 6
fert 6zést.

Jenner munkaja tobb életet mentett meg, mint
barmely mas emberi er o6feszites.
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Az immunoldgia kezdetei: Luis Pasteur

Pasteur a szarnyas kolera elleni megoldast keresett
csirkékben.

Egyik munkatarsa elhalasztotta az oltast egy csoport
csirkeben, és figyelemre melté eredmeny sziletett: A z 1822 - 1895
oltas ezzel a lejart tenyészettel ellenallova tette a  csirkéket

a szarnyas kolera ellen.

A mikroorganizmusok legyengiiltek vagy kihigultak

Pasteur hasonld modon atalakitott mas organizmusokat IS,
(Iépfene, veszettség), mellyel kidolgozta az oltas és

Immunizalas modszerét.
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A modern kemoterapia megjelenése
* Vegyiletekkel valo kezelés a kemoterapia.

o Afert 6z6 betegségeket kezel 6 vegytletek természetes anyagok

(pl. kinin fa kéregb 6l malaria ellen), szintetikus gyogyszerek, vagy
antibiotikumok.

« Az antibiotikumok olyan vegyiletek, amelyeket baktér lumok, vagy
gombak allitanak el 0, hogy gatoljanak, vagy megoljenek mas
mikroorganizmusokat.

o 1910: Paul Ehrlich kifejlesztett egy arzen tartalma v egytletet a
Salvarsant a szifilisz kezelésére.

e 1930-as évek: szulfonamidok szintézise NI, O S— NIl
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Az antibiotikumok megjelenése

Alexander Fleming (1881 — 1955), Skot
bioldgus és gyogyszeresz
észrevette, hogy a sztafilokokkusz
baktérium koloniai elt dntek a
penész altal fert 6z0tt tenyészetben.

Fleming kiextrahalta a hatdanyagot a
gombabdl, amely a baktérium telep

eltintetéséeért volt felel o0s.

Penicillin Structure R Group Drug Name
Ez vezetett ahhoz a felfedezéshez, —ct,~O) eI
hogy bizonyos gombafajoka O o N
baktériumok szaporodasat gatlo i H O
— H
anyagokat termelnek. R C\T_é_é/s\ R © J —
NH,
) //Cl_l\t""“c{—crCH3
z 0 onna —CH H
A terméket penicillinnek nevezte el, o /A\OH 7 H©‘°2 amoxicili
mert a gomba a Penicillium g . —
chrysogenum volt. %@} methilin
CH;0

TRt (Y TR "':_-;_.':..:E'I-':—-_._..._ o :.|.ﬂ. -
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A penicillin gatlo hatasa

Az antibiotikumok hatasossagat mai napig
ugy hatarozzak meg, hogy lemérik annak a
gy uarunek az atmér 6jet, amelyben gatolta a
bakterium névekedését.

Késo6bb — feltételezve, hogy talalhatnak

mas gombakat, amik még tobb penicillin
kibocsatasara képesek, Sz drovizsgalatokat
alkalmazva valasztottak ki azt a Penicillium
chrysogenum (NRRL1951) térzset, amelyet
egy rothadt sargadinnyér 0l izolaltak, es ez
a torzs lett a szul 6-egyede mindazon ipari
mutans torzseknek, amelyekkel jelenleg a
vilag igen sok orszagaban a penicillint
eldallitjak.
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| RSN AAAAE AR AR, - i
:g_h_[pé.ﬂﬂllﬂ!:!ﬂl'll!';u_i . m i

Wl ;
i1 BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék



Fleming tudataban volt felfedezésének
vilagmeéret U jelent 6ségevel, ezért eljarasat és
a penicillint nem engedte szabadalmaztatni,
hanem a gyogyitas érdekében az 1950-es
évekt 6l kezdve a vilag minden orszaganak
rendelkezésére bocsatotta.

Orvosi Nobel dijat kapott 1945-ben.

Thanks to PENICILLIN

.. He Will Game Homa |
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Mikrobioldgiai modszerek

|zolalas
A technologia alapjat képez 6 mikroorganizmus megtalalasa.

Beszerzesi forrasok: a mikroorganizmusok természetben | evo biotdpjabadl — talaj,
Iszap, viz, leveg 0, €l6 szervezetek

Uj anyagcsere termékek varhatok extrém korilmények kozott él 6 mikrobaktol: mély
tenger, nagy magassagok (sztratoszfera), hideg kérilm  ények, sivatagok, gejzirek,
olajmez ok.




Mikrobiologiai modszerek
Kényelmes beszerzeési forrasok: a torzsgy  Gjtemenyek

American Type Culture Collection (ATCC). Rockville, Ma  ryland, U.S.A.,

NRRL: US Department of Agriculture, Northern Regional R esearch
Center

NCIMB: National Collection of Industrial and Marine Ba  cteria Ltd.

FERM: Fermentation Research Institute, Tokyo , Japan,

CMI: Commonwealth Mycological Institute, Kew, Surrey, England,

ECACC: European Collection of Cell Cultures

C.I.P. Colletion de Bactéries de I'Institut Pasteur

OKI: Orvosi Baktériumok Magyar Nemzeti Gy  Qjteménye

Kertészeti és Elelmiszeripari Egyetem: Mez  égazdasagi és
Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gy Gjtemenye
TUB-MCC TUB Microbial Culture Collection - BME
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Mikrobiologiai modszerek

|zolalas
- Inkubalas
Szilard 5 ¢7 a leggyakoribb, mert itt legnagyobb a diverzitas '
minta minta > kdzvetleniil Petri csészére
minta -> vizes szuszpenzio -> Petri csészére
minta felszinér ol steril vattaval o,
Foly_adek - esetleges higitas - esetleges dusitas el oinkubacioval
minta
- szurés+agar+inkubalas
. B o
Levego . : Lo
. -> szurés+agar+inkubalas
minta
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Mikrobiologiai modszerek

Az agar egy komplex poliszacharid, amelyet voros alga  bol
nyernek.

Szilard szobah 6mérsékleten, folyékony 100 °C-on, de nem
szilardul meg h utéskor csak 42 °C-on.

Szilard fellletet biztosit tapanyagoknak es nedvesség nek. A
szaporodd mikrobak nem usznak el, a kialakult telepek nem
keverednek.




Mikrobiologiai modszerek

Mikroorganizmusok egy természetes mintabol

Mold spores 7 e S 5'-.23;;\_- N Yellow Bacteria
fuzzy growths __£ 07 =~ 4 o N\ X colonies

o ._I - T
Yeast growths <~ SN
are more solid

<4




Mikrobiologiai modszerek

Egyetlen sejtb 6l szarmazo kolonia el o6allitasa

W :
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Mikrobioldgiai modszerek

|zolalas es screenelés kézi modszerrel, sejtbank — Resea  rch Cell Bank (RCB)
készitése

('\r"\.-"'\f"\f‘\f"‘ﬂ

@00
00

Tenyésztés egyesével,
analizis és kiértekeles
A o ,talalatokbdl” H E E

sejtbank készitése
és lefagyasztasa

Technoldgiai tesztelés
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Mikrobioldgiai modszerek

Dusito tapkozeg (enrichment media)

A dusito tapkozeg sok taplalo komponenst tartalmaz pl . Ver, szerum,
éleszt 6kivonat, hogy kényes és igenyes mikroorganizmusokat IS

lehessen szaporitani.

Véres agar es csokolade agar (h okezelt vér)

[T s REWE WM 1_ , o : ) _ ,
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Mikrobioldgiai modszerek

Szelektiv média;

pl.: antibiotikum - csak gombak n ének
antifungalis szerek - baktériumok n 6nek
savanyu kbzeg - éleszt 6k nonek — Inkubalas

specialis tApanyag - pl. metanol hasznositok n onek
aminosavak hianya -> heterotrofok n 6nek

Eozin metilenkék agar
(Eosin-methyleneblue agar - EMB)

Metilénkek festéket tartalmaz,

toxikus a Gram+ baktériumok szamara,

viszont a Gram — baktériumok szaporodni

tudnak rajta.

i === : —_— 3 . .
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Mikrobiologiai modszerek

Differencial6 tapkodzeg:

A kozeli rokonsagban all6 mikroorganizmusok, vagy cso portok kozatti
differencialasra alkalmas.

Mindkeét (vagy tébb) csoport kepes szaporodni es tele pet képezni, de
kildnbdz 6 megjelenési formaban (szin, telepek széle, vastagsag a...)

Ezt a differencialodast festekek és kemiai anyagok h  ozzaadasaval
lehet elérni. Pl., Mac Conkey (MCK) agar.

Gram- [E——




Mikrobiologiai modszerek
Screenelés (screening)

Keresni azokat a torzseket az izolatumok kozo6tt, amelyek:

Nagy termel 6képességgel rendelkeznek

Stabil biokemiai es genetikai tulajdonsaggal rendel keznek (80-100 gen.)
Nem termelnek karos mellektermékeket

Konnyen tenyészthet o6k nagy léptékben is (mert pl. elég gyorsan n  6nek)

Egy példa: Tejsavtermel 6 baktérium torzs kivalasztasa

B Tapoldat

Tapoldat
+ pH flgg 0 il + CaCO,
festék il + agar
+ agar
;i" nas A i i ii BME Alkalmazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomany Tanszék




Mikrobiologiai modszerek

High Throughput Screening (HTS)

Nagy szamban, automatizalt modon keresni termel 6 torzseket
az izolatumok kozott.

Lépései:

1.
2.

ov ) e e

Egy sejtb 6l indult kolénia azonositasa képelemzéssel
A kolonia érintese steril eszkdzzel (pipettahegy, pa Ica, kacs),
v. mikrocsipesz alkalmazasa mikroszkop alatt.
A koldnia atvitele friss folyekony tapoldatba
Tenyésztes (inkubacio)
In-line v. at-line analizis sejtszamra, termekre, vagy intermedierre
A legjobb termel 6k elkllonitése tovabbi vizsgalatra

THREILE L

F




Mikrobiologiai modszerek

High Throughput Screening (HTS) work station

liquid carousel for compound
handling plates and pipette tips

workstation  ghaker incubator barco;ie reader _robotic arm

cell culture
incubator

fluorescence
=~ platereaders

l\cell wash
workstation

trash

..........
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Mikrobiologiai modszerek
High Throughput Screening (HTS) multi work station

ok g < P = e e
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Mikrobioldgiai médszerek
Azonositas (ldentification)
Fenotipusosan:
makroszkopikus tul.: telep szine, nagysaga, formaja
mikroszkopikus tul.: sejt alakja,csoportosulasa, mozga sszerve,
sejtmagja, sejtfala (Gram festés, mas festesek)
biokémiai tul.: oxidaz préba, aerob/anaerob dextroz f  ogyasztas,

ureaz, kenhidrogén, Analytical Profile Index (API), st  b.
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enlifksl3sara alkalmas AP AIE (es2
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Mikrobioldgiai modszerek

AZONositas: 1088 898 Susnsnuay 2
Analytical Profile Index (API) . e
xxxxx B T T e i'“

!' 331”3 !-mn iy ¢

ONPG (B-galactosidase), GEL (gelatin liquefaction),

ADH (arginine dihydrolase), GLU (glucose fermentation),
LDC (lysine decarboxylase), MAN (mannitol fermentation),
ODC (ornithine decarboxylase), INO (inositol fermetation),

CIT (citrate utilization), SOR (sorbitol fermentation),
H,S (sulfide production), RHA (rhamnose fermentation),
URE (urease), | SAC (sucrose fermentation),
TDA (tryptophane deaminase), MEL (melibiose fermentation),
IND (indole production), AMY (amygdalin fermentation),
VP (Voges-Proskauer reaction), ARA (arabinose fermentation )

HIEN RV EE PR = alndniginil t.aa'ttu’ﬂ PR E
.u.uu LT LT 1”"-"."' T r|- " | 'il-'
| i ERRAARRRE | ne F'I'"Ti |: FRARR I1 M |
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Mikrobioldgiai modszerek

Azonositas: Analytical Profile Index (API)

cultu(N)ALOCHUTIVGGMISRSMA
rePDDDIZRDNPELANOHAEM
nO-GHCCTSEAD L U N O R A C L Y
8030+ — + — + — + — — + — + + + + + + + +
8068 — — — — — + + 4+ + — + + — — — — + — +
814 — — + + — F — — — — — + + — + + — + —

8030 Klebsiella pneumoniae
8068 Proteusvulgaris

8P14 Salmonella sp.
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Mikrobiologiai modszerek

Genetikai azonositas: pl. 16S RNS szekvencia alapjan

0

|
I_I

DNS tisztitdsa tenyészetb 6l

B .

~“mm

Taxon \ Character
1  Heliconius cydno

>

C|G

2 | Heliconius erato

>

G|G

3 | Heliconius melpomene

i Unknown

G|G
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nnonn
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DNS sokszorositas a 16S RNS génen

<

- — |

ye——

A DNS darab szekvenalasa

~

A szekvencidk 0sszehasonlitasa

~

A tOrzs azonositasa

Matematikai transzformacio

8 subtits (190565854
E

|—- B .theheniformis (270356913

B .amyiciguefaciens (2204849
r[-- B _corpus (272825710)

- B preupdomycoides (226897568)
— B cersus (226887 565)
B thummgianss (2155962496)
B thuringienss (2 15583480)

[ B mycoides (2699758228
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Mikrobiologiai modszerek

Tartositas, fenntartas

-aktiv formaban:
-szaritva ampullaban (liofilezve)

-lelassitva agaron, h tében
(id 6szakos atoltas)
-ferdeagar kémcs 6ben (+olaj)
-szurt agar kémcs o6ben (anaerobok)
-petricsészés agaron

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

-inaktiv formaban: sporak, szaporitoképletek

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Liofilezés

-

2
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Tartositas meélyh Gtéses fagyasztassal

41
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Mikrobiologiai modszerek
Torzsfejlesztés mutacioval

Az éloszervezet képességeit a genomja hatarozza meg -> a fejlesztéshez

genomot kell médositani - mutacio

Some common chemical mutagens.

Chemical mutagen

Fizikal mutagének: r———
-besugarzas - UV, gamma, Rontgen; chemicals
dozis (intenzitas x id  0) —
;. . , | Azindines l.
Kémial mutagéenek: Il Mustards 2.
4 4 3
_DNS_t megvaltO,Zt?‘:[O a_'nyag()k’ Il MNitrosamines 4.
dozis (koncentracio x id 0) 5.
b.
IV Epoxides i
8.
, vV Alkyl 9,
1. Mutaclio sulphonates 10,
1.
2.mutansok kitenyesztése (izolalasa) VI Miscellaneous 12.
13,
3.mutansok sz Grése (ki lett jobb) 03

4 .kicsit jobbak Ujra mutaltatasa

Ethyleneimine

Niltrogen mustard
Sulphur mustard
Dimethyl nitresamine
Nitrosoguanidine
Nitroso methyl urea
Ethylene oxide
Diepoxvybutane

Diethy! sulphonate
Methyl methane sulphonate
Ethyl methane sulphonate
Nitrous acid

Maleic hydrazide
Hydrazine

. Hydroxylamine

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman y Tanszek



Mikrobiologiai modszerek
Torzsfejlesztes gen manipulacioval

Az élodszervezet képességeit a genomja hatarozza meg > a fejlesztéshez
genomot kell moédositani - molekularis biologiai beavatkozas DNS szinten

Uj gén bevitele: plazmidba v. kromoszémaba
Megléev 6 gén atalakitasa: delécio, inzercio, szintetikus gen bevitel

Promoterek befolyasolasa: aktivalasa (m -RNS szintéezis névelése)
elnyomasa (m -RNS szintézis csokkentese)

Typical gene organization
Prpmmose Hglia o1 DOy MagHon
TARK
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" ] LA o i i ! . Ll 1
i —r - ) ” : _;:'\'I. _.._...I — — = : - a_-. .ll.i. ) :
Pt Ty -'ill BHApok& 1016 “:um
prowin - WEECHRAE o ot saucnpten o
N\N\NN\V]

e




Mikrobioldgiai modszerek: Osszefoglalas

|zolalas a természetb ol v. beszerzés a Torzsbankbol

!

Egysejt koloniak : :
Gén manipulacio / \ Mutagén kezeles
Sajat gén atalakitasa UV, Rontgen, gamma,
v. kiils 6 gén bevitele kemial ;
] Kezi, v. Automata-HTS o) 1Al 2
; 17 : L 10 % talél 6
Egysejt kolonia Screening strategia \ v

Egysejt kolonia

\
Nagyszamu parhuzamos tenyesztes

Folyadékban - termekextrakcio

Szilard feltleten -> ha a termék diffundal és lathato

Analitika

Termék mennyiseg T Kiértékelés, ———---——"""""

—_
—
—_
—_
—_—
—_——
—_

\__________.__________>.

—

es min 6seg kivalasztas —_

—_—
—
S ——
) - —
—— e —_——
—_—— —_————

Bizonyitas, deponalas

§ T ] i e | e

g m e Er | i
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Altalanos felszerelések egy mikrobioldgiai laborator lumban

o Sterilfllke e Kacs, széleszt 6 bot
 Tapoldatok o Pipetta

e Tenyeszt 6edények e Autoklav

o HUtok  Holegsterilez 6

e Folyekony nitrogén e Fagyasztokapszula
» Centrifugak o Mikroszkop

e Termosztat « ELISA-reader

CO, termosztat eml 8s sejt tenyésztéshez
37°C

5% CO,

100% paratartalom

45
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Steril munkavegzes

HEPA (high efficiency
particulate air ) filter
99.99%-ban kisz uri a
leveg 6bo6l a 0.2 mikron
meret U részecskeéket.

A szurt leveg ot a rendszer
folyamatosan aramoltatja
a munkafeltleten.




Tenyeszt 6edenyek baktériumokhoz,
éleszt 6kh6z, gombakhoz

Petri-csészeéek

Flaskak



Tenyeszt 6edények eml 6s sejtekhez

Roller flaskak

Roller

Bottle "~

edium

» Petri-cseszek
e TObblyuku lemezek (plate)

 T- Flaskak Wheeilng Driven
» Razott lombikok

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman y Tanszek
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Mikroszkopok

A sejtek nbvekedésének vizsgalata
A sejtszerkezet vizsgalata
A sejt életképesség vizsgalata

Fertozesek kisz drése

Sejtszamolas
Festési eljarasok

Transzfekcio ellen oOrzése

49
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Mikroszkop

Anton van Leeuwenhoek (1632-1723)

Elsoként észlelt szabad szemmel nem
lathato képleteket és él o6lényeket kb.1674

Az altala elért nagyitas 300X

Lesuwenhoek chpa ELL res
Microscope
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Cecular
(eyepiece

Body

Nosepiece

Objective lens (4)

Mechanical stage

Substage condenser

Aperture diaphragm control
Base with light source

Field diaphragm lever

Light intensity control

Fénymikroszkop

Arm

Coarse focus
adjustment knob

Fine focus
adjustment knob

Stage adjustment knobs

51
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Ocular lens

Objective lens

Light rays
strike
specimen

Condenser lens

Light source

A fény utja

Brain

Eye

Virtual image

Real image

Specimen




A hullamhossz hatasa a felbontasra

(b)
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Olaj immerzios lencse

— Objective lens
RI oflens = 152

RI ofgl= 1582 = cel immersion lens
Rl afslide =152 >

il R of g = 1_':_'I'ﬂ i aill
II-.-_—|r ” - Silige

Slide 1 : - -
:|_

g _=.,n light Source

I Ar H
e e
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A nagyitas hatasa

ot resolvable

"/

5X kildnbséeg
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A fénymikroszkop tipusai

Vilagos latoter G —a
legaltalanosabban hasznalt
modszer, a targy sotetebb, mint
a kornyez 6 latbmez 6

Sotét latoter G — vilagos targy a
sotet latomez 6ben

Faziskontraszt — a targyon
athalado feny hullama finom
fazis valtozast szenved, amelyet
a mikroszkop fényintenzitasbel
klilonbséggeé alakit. A legjobb
intracellularis szerkezetek
vizsgalatara.
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A sotetlatoter i mikroszkop

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

objective lens

uh'lectiw: lens

b‘q'
L
{.P‘

A fény nagy része,
amit elterit a targy,

A latotér sotéet
bejut az objektivbe

'QPF-— =t
whil EREEY B FEE R == m | i
I AAAPEAEARER R, - TR

[ RAR A RARARE AR | e o o

A sotet latoter G mikroszkop
muukodésének alapja:

a kondenzor specialis rekesze
(diafragmaja) azokat a sugarakat
szuri ki, amelyek az objektivbe
jutnanak, igy csak a targy
pontjain szorodo fenysugarak
vesznek részt a kép
kialakitasaban

57
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A faziskontraszt mikroszkdép m

Fazislemez
: ks = 1A g I
OBJEKTIHV

A minta dltal i‘t}_traﬁé_ilh.\—

Bl f—=t =
Objektiv % 1

Aminta altal nem

MMTEHY fodsis < 19

'l. R—
Gw: ﬂra | § § ;
direkt sugarak
Ests Tk e Air Glass Water Air
— O RI=1.0 RI=15 RI.=1.33 RIL=1.0

Gydrd-
diafragma —

T

ukodése

Egyes, a fényforrasbol
a kondenzoron at
érkez 6 sugarak a
mintan faziskésest
szenvednek, amit az
objektiv fazislemeze
megnovel.

A késést nem szenved 6
és a kés 0 sugarakat az
objektiv fokuszalja: itt a
fellép 6 interferencia
kovetkeztében a
talalkozo hullamok

vagy kioltjak, vagy
erositik egymast, ennek
hatasara er 6s kontraszt
alakul ki.
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A faziskontraszt mikroszkop m Gkodése

Phase Contrast Microscope Configuration Phase Gontrast Optical System Alignment

- |r|-|..u.¢
: Degital
i, == CAMera
— Diffracted Fystem

{ SUMNOUN | — Uhservation Trarmsmdtted
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Ultraviola sugarforrassal ellatott mikroszkop, amely
szolgalo sz uroével is rendelkezik.

Olyan festékeket hasznal, amely lathato fenyt sugaro

A fluoreszcens mikroszkop m Gkoddése

a szem vedelmére

Z, ha rovid

hullamhosszu UV fennyel valé besugarzast kap.

Kulonosen fert 6z6 betegsegek diagnosztikajaban hasznos

ﬁ High-energy state

—n
— _‘.— Lowest singlet excited state

Energy absorption
seo ABusuy

| | Y Ground st ate

Principle of Excitation and Emission

4

= Ultravialet {il.h.l'j

o %Vﬁ'lch E Emitted
9 Bliue—
Light

W Excitation
N

Fluorescent
Specimen

BERERAARAR| § i

detaclar

acular

EMiSsion
fittar [ |

excitation
fillar

dichroic
mierar

light

Shurce

objective

fluprescant

sSpeciment
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il = MRV R VW ol :
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A fluoreszcens mikroszkop

Peltier-Cooled

CCD Camera Fluorescence Microscope

Arc-Discharge

Eyepieces Lamphouse

Field
f‘ X an:_td
ure
: Diaﬁﬁrﬂgm

Vertical

E pre
— 1T B - Mercu
fll':lminatnr ; HE-D?
Filter Optical : ' amp
Block Turret
st —
e Microscope
Objective Framep
Stage —=
Lam
Condenser
Turret IE‘::?t
Field —gg Tungsten
Lens = Halogen
ﬁ Lamphouse
Ease—-\/-b',br-.
Transmitted
Light Filters
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A fluoreszcens festékek

e Hoechst 33342:kék

e szelektiv nuklearis festék

e kromatin kondenzacio,
fragmentacio

e Bis-L-aszpartat amid
(caspase 3 szubsztrat): z0ld

e TMRE: mitokondrium
polarizacio : piros
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A konfokalis mikroszkop

A konfokalis mikroszkop fluoreszcensen jeldlt mintak v izsgalatara alkalmas.
A hagyomanyos mikroszképokkal szemben, ahol a minta e gy teriletét éri a
megvilagitas, a konfokalis mikroszkdpnal egyszerre csa k a minta egy pontjat
vilagitjak meg, igy a konfokalis elrendezés dnmagaban nem ad képet.

A pasztazo nyalab vegig megy a vizsgalando feltleten ( beam scanning), épp ugy,
ahogy az elektronsugar a tévekeperny o6n. A detektor minden egyes pontban megmeéri
a fény intenzitasat. A kapott digitalis kép szamitoge ppel kezelhet 6 és elemezhet 6.

TObb szelet képét 6sszerakva a fluorofor térbeli elnel  yezkedeése is vizsgalhato.
A konfokalis képalkotas lenyege, hogy a rendszer csak a fokuszsikb 0l jov 6 fenyt
detektalja.

dikroikus konfokalis

minta objektiv tiikér

v

} gerjeszto |
lezerféeny




Az elektron mikroszkop

A kéepalkotast elektronnyalab végzi, amely felgyorsit  ott allapotban
hullamszer Gen halad at a mintan, v. ver 6dik vissza a mintarol.

Az elektron hullamok 100,000X rovidebbek, minta lat  hato fény hullamai.

Az elektronnyalab nagyon részletes kepet tud adni egé  szen kicsiny
strukturakrol is, mert a felbontas a hullamhossztol flgg.

A nagyitas 5,000X €s1,000,000X tartomanyban van.
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Az elektron mikroszkop

Két fajtaja van:

Transzmisszios Pasztazo
elektronmikroszkop elektronmikroszkop

Lo == Atvilagito elektron
BN mikroszkop

N W Transmission electron
microscopes (TEM)

MK
i R M K
e\; Pasztaz6 elektronmikroszkop

Scanning electron microscopes
(SEM)

- N

Pasztazd EM (SEM) kép limfocita sejtfelszinen
talalhato HIV virusokral (pl. nyilnal)
A mer 6 szakasz 100 nm , Nagyitas x50,000. |
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Atvilagité elektron mikroszkop
Transmission electron microscopes (TEM)

7R A TEM magas fesziltség U elektronsugarat
. *{;4 _. hasznal, amelyet egy katod bocsajt ki.

g Az elektronsugar részlegesen athatol a
vékony mintan, bizonyos helyeken

elnyel 6dik, igy hordoz informaciot a
targyrol.

A kep” nagyitasat a magnesekkel

o ~ fokuszalhato elektronnyalabok adjak,
ST ' amelyek vegil fluorescens erny 6hoz,

fotdlemezhez, vagy fenyérzékeny

érzékel 6khoz (pl. CCD kamera) Utkozve

alakitjak ki a képet.

A vastagabb részek sotéetebbek, a
vekonyabb részek vilagosabbak lesznek.

R =

;HEH; :I - : ﬁH

.liw!tﬂ| BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudoman y Tanszék




Pasztazo elektronmikroszkop -  Scanning electron microscopes
(SEM)

A SEM esetében egy vékony
elektronsugar bombazza ide oda
pasztazva a femflsttel el 6zdleg
beboritott minta feltletét.

A TEM-el szemben itt nem a primer
elektronnyalab, hanem a feliletr ol
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 kertl, amig a teljes
raszteren végig megy a primer sugar.
A jelekb ol reszletes 3D kep allithato
0ssze.
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Sejtszamlalasi modszerek

1. OD-optikai s Gruség (VIS fotométer, 600-660nm)

2. Turbidimetria (online)

3. Mikroszkdp — sejtszamlalas Burker kamraval (1076 db/m  |)

4. Cellcounter (1076 db/ml) (kapillarisba felszivott, és ablak el o6tt
elhalado sejtek szamlalasa Iézerrel)

5. Sejt szarazanyag merés (1 -10 g/L) (Szrés utan szaritas 105 °C-on)

6. Higitasos szelesztéses modszer (CFU/ml) (Megfelel 6 higitasban a
Petri csészen lev 0 telepek szamolasa) — W

7. Kapacitancia mérésen alapulo sejtkonc. mérés
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Sejtszamolas Burker kamraval

A sejtekkel vegzett munka napi rutin része a sejtek s  zamlalasa és
életkepességuik vizsgalata. Tripankék festekkel megfes  tve az eml 6s
sejteket a halott sejtekbe behatol a festék (kekek  lesznek, az el 6
sejtekbe nem hatol be a festék, igy fehérek maradna k.

Blrker vagy Neubauer kamra segitsegével egy hatarozot t térfogatban
lehet a sejteket megszamoilni.

Cover slip

4 % : Pipette

Bacterial suspension Location of grid

Overflow troughs

Place under
oil immersion
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