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1 BEVEZETES

A mikrobiologia tudomanya az ,alapité atyak™ (Pasteur, L. [1822-1895]; Kohn, F.
[1828-1898]; Koch, R. [1843-1910] stb.) tevékenységének koszonhetden épp szarnyra kapott,
amikor a nagy természetbuvar felfedez0 kutatéutak eredményei, mai szemmel
felbecstilhetetlen és akar mar nem is potolhat6 értékei (gylijteményei) segitségével bemutattak
Foldiink tavoli sarkainak sokféleségét. Humboldt, A. (1769-1869) amerikai felfedezd ttjara
(1799-1804), ill. Darwin, Ch. (1809-1882) Fold kortili hajoutjara (1831-1836) emlékeztetiink.
Mindkett6jiik baAmulatos ndvény, allat, 6smaradvany stb. gyiijteménnyel tért haza.

Ez a fajta részletes leird, feltdr6 munka a mikrobiologidban, kiilondsen is a
bakteriologiaban csak az 1870-es években indulhatott meg a Koch iskola tenyésztési
modszereinek megjelenésével. A maig érvényes elvi Osszefoglaldst a korokozok
vonatkozasdban Koch-féle posztulatumok néven ismerjiik. Ebben a korban a nagy
természetbuvar felfedezOk mar altalanos tudomanyos elméletek megalkotasaval segitették a
tudoméany haladasat. Erdekes, hogy Darwin evoluciés elméletének gyakorlati igazolasaban
alkalmazott kisérletes, leir6 munkak, elsdsorban a DNS-elemzésre kifejlesztett molekularis
eljarasok kore hozta el a gyakorlati mikrobioldgiai kutatasok megujulasat, a mikrobak
ismeretlen vilagai megismerésének lehetdségét.

Gyakorlati utmutatonk a mikrobioldgia teriiletén altaldnosan alkalmazott eljarasokat
irja le. Ezek elsajatitdsa més tudomanyteriiletek alapmiiveleteinek gyakorlasat is segiti. Ilyen
modszerek a sterilizalas és fertdtlenités, az aszeptikus munkavégzes, vagy a tenyészetekkel
torténd munka. A gyakorlatokat a koérnyezeti mikrobiologia feltadrd vizsgalddasainak logikai
sorrendjében mutatjuk be. Konyviink a mikrobioldgiai laboratérium felépitésével a
mikrobiologiai munkabiztonsag kérdéseinek taglaldsaval indul. Ezt kdveti a mintafeldolgozast
elokészitd miiveletek sora (pl. taptalajkészités, sterilizalas), majd a kornyezeti mintavétel
leirasa, a mikroszkopos mintavizsgalatok kore, a tenyésztéses eljarasok, a torzstenyészetekre
alapozott munka. Elészor a torzsek fenotipikai jellemzése, majd az alapvetd molekularis
identifikacid6 modszerei kovetkeznek. Bepillantast nyerhetiink a tenyésztéstdl fiiggetlen
molekuléris eljarasok modszertani alapjaiba is. Konyviink végén a mikrobiologiai
(kornyezet)analitikai eljarasokbol mutatunk be parat, igy az elemkdorforgalmakban résztvevd
fontosabb mikrobidlis aktivitasok kimutatisat, vagy alapvetd kornyezet-egészségligyi
(viz)vizsgalati modszereket, és néhany klasszikus biotechnologiai eljaras gyakorlatat.

A gyakorlatokat azonos rendben irjuk le. A kérdéses technika elvének rovid
ismertetését a vizsgalat targyanak bemutatdsa, a sziikséges anyagok és eszk6zok felsorolasa,
majd a vizsgalat menetének részletesebb ismertetése koveti. Ennek soran az értékeles
Iépéseivel visszacsatolunk a technika alapelvének bemutatdsdhoz. A gyakorlatok az ELTE
TTK oktatasszervezési rendszerében heti beosztdsban, vagy tombdsitve folynak egy-két hétre
Osszestiritve. Igyekeztiink a gyakorlatokat ehhez igazodva Osszeallitani, Egyes gyakorlatok
esetében a hallgatok mar eldkészitett anyagokat kapnak, mintegy a gyakorlatok kozepén
kapcsolodnak be a kivitelezésbe. Mas gyakorlatokon szinte minden 1épés kivitelezését a
hallgatokra bizzuk.

A mikrobiologiai laboratoriumi eljarasoknak robbanasszerti fejlodését, boviilését éljiik
meg. A valtozéasok, ujabb eljardsok bemutatasat két modszerrel probaljuk kovetni: 1. egyes
gyakorlatoknal kiilon elektronikus utmutatot allitunk Ossze; ii. ezek anyagéaval id6érél idore
kiegészitjiik konyviinket. Varjuk hallgatoink, ill. a konyv tovabbi hasznaloinak visszajelzését,
hogy utmutatonk minél jobban hasznalhato6 lehessen.

Budapest, 2018. december

A szerz6k



2 MUNKAVEGZES A MIKROBIOLOGIAI LABORATORIUMBAN

A fertézés veszélye miatt a mikrobioldgiai laboratériumok munkabiztonsagi rendszere
alapvetden kiilonbozik mas teriiletek (pl. vegyi, fizikai) laboratériumi biztonsagi eldirasaitol.
A mikrobioldgiai laboratoriumban ugyanis a laboratoriumi munkaval kapcsolatos kockézatot
jelent6 veszélyes vegyszerekkel, anyagokkal végzett miiveletek kore kiegésziil a mikrobialis
fertdzés kockazataval. A fert6zd agensek (torzs és egyeb tenyészetek stb.) és anyagok
jelenléte a mikrobiologiai laboratoriumban, valamint az azokkal torténd munkavégzés és igy a
laboratériumi munkavégzéshez kapcsolodd fertdzés és jarvany kialakuldsanak lehetdsége,
vesz¢élye miatt szigora rangsorba rendezett oOvintézkedések kialakitdsa indokolt. Az
ovintézkedések rendszerében legelsd helyen is az ismert fertdzd agenseket és az azokkal
végzett munkat kell figyelembe venni, majd a pontosan nem ismert, de fertézésveszelyt
jelentd anyagok (pl. kornyezeti mintdk) kezelését. Ezek fliggvényében a laboratdriumi
miuveleteket, valamint az altalanos és biztonsagi felszereléseket, azok mindsitését (GLP =
good laboratory practices = jo laboratoriumi eljarasok; elhatarolasi moddszerek) kell
~megtervezni”’; végill pedig a laboratoriumban munkat végzéknek a fertézésveszély
kérdéskorében ismereteit és tudatossagat (viselkedési rendszabalyok) megerdsiteni. E
terliletek figyelembe vételével kell kiépiteni a laboratdriumot és annak mindségellendrzési és
munkabiztonsagi rendszerét.

A mikrobiologiai munkavégzéshez kothetd (laboratériumban stb. szerzett) fertdzések
jarvanytani elemzése (jellegzetes tiinetekkel jard és aszimptomatikus [pl. szerokonverzids]
események esetében egyarant) tette lehetdvé a mikrobdk veszélyességi csoportokba sorolasat
(az egészségre gyakorolt hatasok, a terjedés utjai és a fertdzési kapuk stb. alapjan), valamint
erre alapozva a laboratériumokban és egyéb munkahelyeken (pl. éallathdz, kisérleti vagy
termeld lizem) megkovetelt biologiai biztonsagi szintek kialakitasat (pl. elhatarolasi eljarasok
a laboratériumi munkavégzés soran, biztonsagi felszerelés és megfeleld tervezés). Ezek
kovetkezetes figyelembe vétele és alkalmazasa teszi lehet6vé a laboratoriumi személyzet és a
tagabb kornyezet megovasat a fertézéstol.

A fert6zés leggyakrabban boron at torténhet (perkutan oltas éles fertdzott targyakkal,
kisérleti allatok harapasaval, karmoldssal stb.), vagy aeroszol belélegzésével (pl. véletlen
kiomlés soran, laboratoriumi keverési, centrifugdldsi miiveletek nyoman, vagy sporas
tenyészet kinyitasakor, liofilizatum felbontdsakor) ¢€s lenyeléssel (pl. szdjjal torténd
pipettazas, vagy a laboratoriumban végzett étkezés soran). A fertdzeés kialakuldsa
szempontjabol kulcsfontossagl az infekcios dozis. (Az infekcids dozis az a sejtszam, amely
[emberben] akut fertézést okoz.) Emiatt a nagy sejtstirliség 1étrehozéasaval jard eljarasok (pl.
tenyésztés) fokozzak a fertdzés veszélyét. Egyes kolera vibrio torzsek esetében mar akar 10
sejt lenyelése betegség kialakulasdhoz vezethet, mig bizonyos Escherichia coli torzsekbdl
akar 10 sejtet is ,.el kell fogyasztanunk™ a betegség kialakuldséhoz.

A legnagyobb fertdzési kockazatot a laboratoriumokban, egyéb fert6zo
munkahelyeken dolgozé kutatok, technikusok, didkok viselik, ugyanakkor nem szabad
figyelmen kiviil hagyni a mosogato, takarito, karbantarto személyzet Kkitettségét. A
laboratoriumi munkavégzés veszélyeinek kockazatelemzése sordn abbol az alapfeltételezésbol
indulunk ki, hogy az érintettek korét egészséges egyének alkotjak. Figyelembe kell venni
ugyanakkor, hogy az érintettek egészségi allapota valtozo és befolyésolja a fertdzés veszélyét.
Nem csupan a kiilonb6zo ¢életszakaszok (pl. 1d6sodés), de bizonyos (akar kronikus)
betegségek vagy allapotok, gydgyszerhasznalat modosithatja az egyén védekezési képességét
(pl. allergias tiinetek enyhitése; kemoterapia, vagy cukorbetegség miatt kialakuld részleges
immunhidnyos allapot, terhesség a magzat fert6zodésének veszélyével). Meg kell emliteni azt
is, hogy bizonyos laboratoriumi munkalatok esetén az allergids reakciok kialakulasanak a
veszélye is fenndll (pl. aktinobaktériumok sporafehérjéi).
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A munkavégzéshez kothetd fertdézési kockéazat tdgabban értelmezve kiterjed kiilso,
nem laboratériumi, vagy tizemi helyszinekre is. Egyik oldalrél a laboratorium munkatarsaval
érintkez0k korére, masik oldalrol pedig a kornyezeti vagy kozegészségligyi stb.
mintavételezések is veszéllyel jarhatnak. Mindenki atlatja pl. egy kommunalis
szennyviztisztitd, vagy hulladékleraké mintazasanak a veszélyeit, nem is beszélve az olyan
fertézésveszélyes helyzetekrdl, amikor tetemeket, vagy dogoket kell helyszinen vizsgalni,
azokbdl mintat venni.

2.1 A mikrobak biologiai veszélyességi csoportokba sorolasa és a levegovel terjedo
fertozések osszefiiggése

A mikrobék altal okozott betegségek sulyossaga alapvetd a bioldgiai veszélyességi
csoportokba (risk group) sorolas tekintetében. Ezen tal Iényeges a terjedési Ut figyelembe
vétele, hiszen a 1égi uton (vagyis aeroszollal) terjedd fertézések ellendrzése a legnehezebb. A
mikrobdk veszélyességi szintjéhez illeszkedik a laboratorium (egyéb munkahely)
kiépitésének, az alkalmazott eljarasok és modszerek korének bioldgiai biztonsagi szintje
(biological safety level; BSL). Négy veszélyességi csoportot és ennek alapjan négy biologiai
biztonsagi szintet kiilonboztetnek meg. Az elsé rizikdcsoportba tartozé mikrobak egészséges
felndttekben nem okoznak betegséget, valamint az ezekkel torténd munka esetében nem
kritikus az aeroszol képzddéssel jard folyamatok szigoru elhataroldsa. Az ilyen mikrobakkal
dolgozd elsd bioldgiai biztonsagi szintli laboratoriumokban (BSL-1) végezziik az alapszintii
oktatast (felsdoktatasi szakképzés, egyetemi alapképzés). A BSL-1 laboratériumokban
elegendd biztositani a kézmosas, ill. fert6tlenités lehetdségét. A kettes rizikocsoportba tartozo
mikrobdk legnagyobbrészt szajon at fertéznek, vagy tdgabban fogalmazva nyalkahartydkon
keresztiil. Természetesen fertézéshez vezethet a véletlen Onbeoltds, vagy a nagy szdmban
mikrobédkat tartalmaz6 aeroszollal cseppfert6zés is. Ez utobbi miatt ilyen mikrobakkal
dolgozva az aeroszol képzddéssel jard laboratoriumi miiveletek elhatarolasat meg kell
valdsitani megfelelé biologiai biztonsagi fiilke hasznalataval (,,lamindris box”). Emellett
személyi védofelszerelés hasznalata kotelezd (védokopeny, véddkesztyll, freccsenés ellen
védészemiiveg vagy maszk stb.). Természetesen eldirds a fertétlenitdszeres kézmosas
alkalmazasa. A laboratoriumban a veszélyes hulladékok szelektiv gylijtését meg kell
valositani (fertézott hulladék gyiijté, pipettahegyek és mas kisebb fertdzott eszkozok
gylijtésére mikrobicid folyadékkal toltott edények stb.) és rendelkezésre kell alljon a hulladék
sterilizalasara szolgal6 artalmatlanitd autoklav.

A héarmas rizikocsoportba sorolt mikrobdk emberben megbetegedést okoznak és
jellemzden 1égi uton terjednek, infekcids dozisuk kicsi. Ilyen esetekben minden miiveletet,
amelyben akar csak feltételezetten fert6zott anyagokkal, targyakkal dolgoznak, megfeleld
szintli biologiai biztonsagi fiilkében kell végezni. A harmadik bioldgiai biztonsagi szintii
laboratoriumokban (BSL-3) csak az oda kijeldlt személyzet dolgozhat, valamint megfeleld
légtechnikai rendszer kiépitésével a lehetd legkisebbre csokkentik a fert6z6 aeroszol
kiszabadulasanak esélyét (a BSL-2 szint esetében mar jelzett tovabbi védekezd intézkedések
mellett). A legnagyobb, négyes rizikocsoportba azokat a mikrobakat soroljdk, amelyek
esetében bizonyitott, vagy akar csak feltételezhetd, hogy sulyos, ill. haldlos kimenetelli emberi
megbetegedést okoznak a terjedés modjatol fiiggetleniil. Az ilyen mikrobakkal dolgozd BSL-
4-es laboratoriumokban a legnagyobb biztonsdgot nyujtdé biologiai biztonsagi flilkéket
alkalmazzak, valamint a dolgozodkat kiilonleges, kiilsé 1égellatast védooltozettel biztositjak a
fertdzés veszélye ellen.

Megjegyezziik, hogy nemcsak 6nmagukban a mikrobdk, illetve a fert6zés lehetdsége
jelent veszElyt, de a mikrobidlis anyagcseretermékek egy része, ill. az azokkal végzett munka
is veszélyes lehet (pl. toxinok; biotranszformacios termékek, mint a vinilklorid). Megfeleld
munkabiztonsagi intézkedéseket és védofelszerelést kell hasznalni ilyen jellegii kitettség
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esetén (pl. aktiv szén szlrdvel ellatott biologiai biztonsagi flilke, elszivofiilke, 1égzésveédo
maszk).

Kiilonleges biztonsagi eldirasokkal szabdlyozzak a nagy térfogatokban (> 10 L)
végzett biotechnoldgiai miiveleteket és a rekombinans technologidk alkalmazasat. Ez utobbi
esetben lehetdség szerint a jol ismert nem patogén gazdaszervezeteket kell hasznélni és
torekedni kell a véletlen rekombinacios események kizarasara. A gazdaszervezet mellett az
inzertet is pontosan ismerni kell, hogy ne tartalmazzon veszélyes géneket stb. A vektorokat is
ugy kell megvalasztani, hogy felesleges genetikai informéciot ne legyenek képesek atvinni a
gazdaszervezetbe.

Latjuk, hogy a laboratériumok biologiai biztonsdgi szintje igazodik a mikrobak
rizikocsoportjaihoz €s azon belill is kiilonlegesen figyelnek a fert6zés 1égi uton, aeroszollal
torténd atadasara. Vegyik ezért szemiigyre mindazokat a laboratoriumi miveleteket,
folyamatokat, amelyek aeroszol képzddéshez vezethetnek. A legtobb baktérium és élesztd
szilard tapkozegen vajszerlien kenhetd, egybetapadd sejttomeget képez. A tenyészedény
kinyitasaval esetilkben nem fog aeroszol képzddni. Ugyanakkor a sporulald (konidiosporas)
baktérium vagy fonalas gombatelepekbdl akar csak a Petri-csésze gyorsabb kinyitasa hatasara
is spora aeroszol szabadulhat ki. Ilyen szervezetekkel dolgozva hosszabb tenyésztési
id6tartamok esetében célszerti a Petri-csésze fedelét korberagasztani. Miel6tt a tenyészetet
kinyitjuk, ellendrizni kell a sporulaciot (Iéghifa képzést), és a tervezett miiveletet bioldgiai
biztonsagi fiilkében kell végezni. Bar az atlagos mikrobak tenyészeteinek puszta kinyitdsa
- mint jeleztiikk - nem okoz fert6z0 aeroszol képzddést, a tenyészetekkel végzett alapvetd
munkak, pl. atoltas (a fertdzott oltokacs leégetése), mikroba szuszpenzid készitése (pl. kémcso
keverd segitségével), szuszpenziok, leves tenyészetek centrifugaldsa, pipettdzas, késes
homogenizéalas stb. mind-mind olyan miivelet, amikor (fert6z) mikroba partikulumokat
(anyagot) tartalmazo kicsiny folyadékcseppek (aeroszol) képzddhetnek. Az aeroszol szemcsék
sorsa méretiiktdl fiiggden valtozatosan alakul. A 150 um atmérénél nagyobb szemcsék rovid
1d6 alatt kiiilepednek, megszaradnak ¢és (fert6zd) porszennyezést képeznek a laboratoriumi
asztalokon ¢és a padlon. A 150 pum-nél kisebb részecskék a levegd pdaratartalméanak
fliggvényében még a feliiletekre torténd kitilepedést megelézden kiszaradhatnak, az aeroszol
cseppek ,,magjai” pedig a laboratorium légterében lebeghetnek. Ezek a kicsiny aeroszol
cseppek még az atlagos arcmaszkon is 4thatolhatnak. A kiszéradést tiird mikrobak (pl.
Staphylococcus, Mycobacterium spp., sporak) akar hossza ideig is €letképesek maradhatnak
ilyen formédban. Egyes fajok UV tolerancidja tovabb noveli a fert6zés veszélyét, mert a
laboratorium légterének UV fertdtlenitése kevéssé hatasos esetilkben). Az aeroszol
képzddéssel jardo miiveleteket célszerli emiatt biologiai biztonsagi fiilkében végezni, valamint
a fertdzott felszerelést (pl. pipettahegy) pedig fertdtlenitdszer oldatba helyezni. A fertdzott
aeroszol cseppek és cseppmagok képzddése miatt eldiras a mikrobioldgiai laboratériumokban
a feliiletek rendszeres fertOtlenitdszeres tisztitasa.

Még az aeroszol képzddés lehetdségének is minimalisra csokkentése a jo
laboratoriumi munkavégzés alapja. Emiatt a kritikus mikrobak (pl. Mycobacterium spp.)
atoltdsa esetében a szokasos gbézégdvel torténd oltokacs sterilizalas (leégetés) helyett
leggyakrabban eldobhat6 (egyszer hasznélatos) oltokacsot alkalmaznak, vagy kiilonleges
elektromos kacs sterilizatort (kacs izzit6 kemence). A centrifugalas esetében pedig (kiilondsen
is a nagy fordulatszamon torténé miiveleteknél) megfeleléen zaro ,,aeroszol biztos” edényzet
hasznalata és szorosan zar¢ rotorfedd alkalmazasa is indokolt.

2.2 A fert6zés elhatarolas elve, a mikrobiolégiai laboratéorium berendezése és a
legfontosabb laboratoriumi eszk6zok kivalasztasanak szempontjai

A fert6z6 mikrobéakkal végzett munka megkdveteli a fertézés kialakulasat, terjedését
megakadalyoz6 ,.elhatarolasi” gyakorlat alkalmazasat. Az elsddleges elhatarolds, vagy a



fertézés kialakulasanak elsddleges gatja a fert6z0 agens (minta, torzs, szemét, allat, anyag
stb.) kornyezettdl valo elzarasat jelenti. A tenyészedény (pl. vattadugoval zart kémcso, Petri-
csésze) jelenti az elsddleges elhatarolast. Az edény tudatos (pl. atoltds miatt), vagy véletlen
(pl. gondatlan felforditas) kinyitdsa fert6zési veszélyt, kitettséget jelent. Ilyen esetekben
tovabbi elsddleges elhatarolast jelentd eszkozok (pl. biologiai biztonsagi fiilke megfeleld
1égsziirdje, elszivasa) akadalyozhatjdk meg a fertdzés tovaterjedését. A tenyészetek véletlen
kiomlése utan az érintett feliileteket az eldirasoknak megfelelden fert6tleniteni kell. Vagyis az
elsddleges elhataroldsi rendszer harom elemii: i. biztositani kell a fert6z6 agens, anyag
minimalis térfogatban torténd biztonsdgos taroldsat; ii. meg kell teremteni a fertézés
kialakuldsat, terjedését gatld biztonsagos munkavégzés feltételeit és iii. fertOtlenitési
rendszabalyok foganatositasa sziikséges.

Az elsddleges elhatarolasi rendszer hatisossagat fokozzuk megfeleld személyi
védofelszerelés hasznalatival. Igy megakadalyozhatjuk a személyzet érintkezését”
(borfeliileten, belégzéssel) a fert6zd agenssel. A személyi védofelszerelés leggyakrabban
alkalmazott elemei a véddéruhdzat (laboratériumi kopeny, vagy kezeslabas, védokotény,
védokesztyll), szemiiveg, arcmaszk, 1égzésvédd maszk, egyszer hasznalatos fej- vagy
cipdveédo stb. A személyi védofelszerelést ugy kell megvalasztani, hogy ne pusztan a bioldgiai
(fert6zés) veszélyt csokkentse, hanem egyuttal a kémiai, fizikai veszélyek ellen is védjen (pl.
toxikus vegyszerek, sugarzasok). Legegyszerlibben az egyszer hasznalatos véddkesztyli, vagy
a védokopeny megfeleld tipusanak kivalasztasaval mutathatjuk be ezt a kérdéskort. A
fertdzésveszEly miatt legéaltalanosabban alkalmazott butil gumikesztyiit a mikroszkopizalas
soran gyakorta hasznalt xilol oldja, de a butil kesztyi nem véd a rakkelté etidium-bromid
DNS-festék, vagy a szintén rakkeltd benzol hatdsa ellen sem. Ilyen esetekben a megfeleld
vastagsagu u.n. nitril kesztylk alkalmazasa hatdsos. Hasonléan fontos a hagyomanyos 100%
pamutvaszon védokopeny hasznalata, mert nehezen gyullad és a legtobb laboratoriumi
vegyszerrel nem 1€p reakcioba. ElSl, gombolassal torténd zarasa miatt azonban ruhazatunkat
nem védi tokéletesen. Az egyszer hasznélatos haton zar6do poliészter kdpenyek eldl taldn
jobban védenének, azonban hasznédlatuk hére olvadd tulajdonsdguk miatt tilos. Vagyis
célszerii pl. haton zar6dd pamut anyagt védékopeny viselete.

Az els6dleges elhatarolasi rendszerek feladata tehat a személyzet és a kozvetlen
laboratoriumi kornyezet megvédése. A masodlagos elhatarolasi rendszerek a tagabb (kiilsd)
kornyezetnek a laboratoriumbol kiinduld fertdzddése ellen védenek. A rendszer a
laboratoriumok, épiiletek megfeleld kivitelezésének és mitkodtetésének kombinacidjabol épiil
fel. gy a laboratériumokat jellemezze egyszerii és atlathato felépités, ahol a miikodtetés és
karbantartas a lehetd legkdnnyebb. Legeldszor is mar a tervezés és a felépités soran figyelni
kell a hosszu tavon (akar 30 év) felmeriild helyiségigény biztositasara. A zsufoltsag (akar a
személyzet, akar az eszk6zok terén) veszély forrasa.

A kivitelezés soran szem eldtt kell tartani a laboratoriumi személyzet biztonsagos
munkavégzésének kovetelményét, az esetleges fert6zés terjedésének hatisos korlatozasat,
valamint a fertézés és egyéb kialakuld veszélyes helyzetek kezelésének, felszamolasanak
lehetdségét. A mikrobiologiai oktato-kutatd laboratoriumokat ezért el kell kiiloniteni a
kiegészitd feladatokat ellatd laboratoriumi helyiségektdl (pl. taptalajkészités, sterilizalas,
mosogatas), valamint a miikodést segitd helyiségektdl (pl. termosztat szobdk, miiszerszobak,
mintaatvétel), a raktaraktol és a dolgozoszobaktol, vagy az iligyintézés szintereitdl. A tervezés
nehézségét ugyanakkor az jelenti, hogy a fizikailag kiilonvalasztott funkcidkat ellatd
helyiségeknek mégis egymas kozelében, logikus rendben kell elhelyezkednilik. Az
elébbiekben felsorolt cél szerinti milkodést biztositdo helyiségeken tul kiillon megfeleléen
felszerelt szocialis helyiségeket kell biztositani a dolgozdk pihenésére, étkezésére; noi és férfi
0lt6z0, zuhanyzo6 és WC is kotelezd. A folyosdkon nem tarolhatdé semmi (menekiilési ttvonal)
¢s nem alakithato laboratoriumma, vagy kisegitd feladatokat ellatd helyiséggé sem (pl. minta
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atvétele). A fertdzésveszély elkeriilése és a tlizvédelem eldirasai ilyen esetekben ,kéz a
kézben” jarnak.

Egy ,.kétablakos™ altalanos mikrobioldgiai laboratérium alaprajzat az 1. dbra alapjan
mutatjuk be. Megfelel6 hely all rendelkezésre a laboratérium alapfelszerelésének (pl.
mikroszkop, asztali centrifuga, vizfirdd, PCR berendezés) elhelyezésére. A laboratoriumi
asztalok alatt szekrények, felettiik szekrények és polcok biztositjadk a munkahoz feltétleniil
sziikséges vegyszerek, livegaru és fogyo eszkézok, anyagok elhelyezését. Megjegyezziik,
hogy a laboratorium nem raktar, a ritkdn hasznalt vagy felesleges eszkdzoket, anyagokat nem
a laboratériumban kell tarolni! A bejarat kozelében kézmosd és mosogatd talalhatd. A
laboratérium ajtaja kifelé¢, a folyoséra nyilik. Az ajté méretét célszeri a laboratérium
felszerelési targyainak méretéhez alkalmazkodva megvalasztani (legalabb 1 m nyilas). A
bioldgiai biztonsagi fiilke helyét az ajtotol és a flitési, ill. légesere (szelldztetd) rendszertdl a
lehetd legtavolabb kell kijeldlni, hogy miitkodését a laboratoriumban varhato 1égaramlasok ne
befolyasoljak.

6m

5m

1. abra Altalanos mikrobiolégiai laboratérium alaprajza a biologiai biztonsagi szekrény ideslis

elhelyezésével
1. fiités-1égcsere, 2. biologiai biztonsagi fiilke, 3. laboratériumi munkaasztal, 4. szEék, 5. mosogatod

A BSL-3 ¢és BSL-4 szintli laboratériumoknak sokkal szigoribb eldirasoknak kell
megfelelniiik. A teljesség igénye nélkiill: nem nyithatdo ablakok, fekete-fehér 61t6z6 és
ferttlenitdé zuhanyzas biztositasa a laboratorium személyzetének be-, ill. kijutasahoz, zsilipelt
anyagforgalom, 1égtomar ajtok, és megfeleld 1égnyomasviszonyok az egyes helyiségekben.

A laboratoriumokban konnyen tisztithato feliileteket kell alkalmazni. A padlo, a falak
¢s a mennyezet esetében vizalld burkolat, ill. festés eldirds, ahol a kozmii (stb.) attoréseket
hasonlé mddon szigetelten kell kialakitani. Figyelni kell arra, hogy paralecsapddas, vagy
egyéb okbdl (pl. csepegd hiitészekrény, mosogatd kornyéke) ne alakuljanak ki folyamatosan
nedves feliiletek, mert ez kedvez a biologiai bevonatok képzddésének. A laboratorium
butorzata esetében kovetelmény a tartds, erds, résmentes kialakitds. A takaritds
megkonnyitésére a butorzat labon allo, az asztallapok feliilete sav-, lug- €s oldoszerhatasnak
ellenalld, valamint h6allo legyen.

A laboratoriumi butorzatban ki kell alakitani a megfelelden szerelt, védett
kozmiicsatlakozasokat (220/240 V és 360/400 V elektromos, géz, viz és csatorna). A
laboratoriumi munkavégzést megkonnyiti a koézponti beépitett, folyamatos ,tisztitott”
(desztillalt, vagy reverz ozmozissal kezelt) viz, hiitéviz, stritett levegd, vakuum hozzaférés,
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valamint elszivo rendszer (vegyi fiilke, vagy helyi elszivdsos munkahelyek toxikus
illékony/kiporzd  vegyszerekkel  torténé  munkadhoz)  biztositdsa.  Mikrobiologiai
laboratoriumok esetében ilyenkor is figyelni kell a fert6zések terjedésének a lehetoségére (pl.
megfeleld szlrdk, csapdak beépitésével). Kiillondsen veszélyes korokozok vagy vegyszerek,
anyagok esetében kozvetlen kozmiihdlozatra csatolas helyett megfeleléen kiépitett helyi
rendszereket kell hasznalni. A mikrobiologiai laboratériumokban is sziikséges a kémiai
laboratoriumok biztonsagi felszereléseinek az alkalmazésa, igy pl. vészzuhany beépitése,
szemOblitd biztositdsa, a gyulékony és korroziv vegyszerek elkiilonitett taroldsanak
megoldasa kiilonleges szelloztetett szekrényekben.

A mikrobiolégiai laboratoriumok, ill. munkavégzés esetében gondolni kell a
tenyészetek megfeleld homérsékleten torténd tarolasara. Meglehetdsen nagy helyigénye van a
termosztat szobdknak, vagy a megfeleld6 homérsékleti fiitott és hiitott taroloknak,
fagyasztdszekrényeknek, akar folyékony nitrogénes taroloknak (megfeleld hémérsékletmérd
¢s riaszté rendszerekkel felszerelve). A mikrobiologiai laboratoriumok tovabbi nagy
helyigényti  kotelezd  felszerelése a  sterilizdlast szolgalja:  autoklavok, széraz
holégsterilizatorok stb. A ,.tiszta” sterilizalas (tapkozegek, tenyésztd edények, felszerelések)
mellett kiilon rendszert kell biztositani a fertdzott anyagok, eszk6zok artalmatlanitsara
szolgalo sterilizalasara. Igy pl. az egyszer hasznilatos milanyag tenyészté edényekben
létrehozott tenyészeteket autoklavozni kell a szemétbe kidobéast megelézéen. A tobbszor
felhasznalt eszk6zO0k mosogatasat is megelozi a sterilizalas. Nem feledkezhetiink meg a
(mikro)biologiai oktatd-kutatd munkaveégzés soran az allat- és ndvénykisérletek fontossagarol
sem. A lehetéség biztositdsdhoz allat- és novényhazak fenntartisa is sziikséges. Ezek
ismertetésével jelen jegyzetben nem foglalkozunk.

Vegyes hasznalath épiiletekben a mikrobioldgiai laboratdériumokat lehetéleg jol el kell
kiiloniteni a barki altal latogathatd teriiletektdl. Elonyds a be- és kilépés elektronikus
nyilvantartdsa. Figyelni kell a mikrobioldgiai laboratériumok légterének, szelldzd és
légkondicionalé rendszerének a megfeleld levalasztasara. Fert6zott levegd nem juthat 4t még
egy szomszédos mikrobioldgiai laboratoriumba sem, nem is emlitvén az épiilet tobbi részét. A
laboratériumok légkondiciondld, valamint szelldz6 rendszerét ugy kell kialakitani, hogy a
keltett Iégaramlas ne zavarja a mikrobioldgiai munkavégzést. A laboratériumokban megfeleld
hulladék elhelyezési és kezelési rendszert kell miikddtetni, amelyben rendelkeziink az
atmeneti tarolds és a kiilonboz6é hulladékfajtak (kommundlis, fert6z6, kémiai, biologiai
hulladék) kezelésnek modozatairdl. Az épiiletiizemeltetés soran figyelni kell a rovar- ¢és
ragcsaloirtasra.

2.3 Biologiai biztonsagi fiilke (,,Jaminaris box”)

A mikrobiologia ,,héskoraban” (egészen az 1960-as évekig) a legveszélyesebb (pl.
aeroszol képzéssel jard) laboratoriumi miiveleteket (pl. atoltds, szuszpenzidk kezelése,
centrifugalds) a laboratoriumokbdl levalasztott fiilkékben (oltdszoba) végezték, ahol a levegd
fertétlenitése UV fény segitségével tortént. Ez jelentette az els6dleges elhatarolds rendszerét.
A kémiai laboratoriumok biztonsagi rendszere ugyanakkor mar nagyon kordn tartalmazta a
biztonsagi (vegyi) fiilkéket. Ezek tovéabbfejlesztése vezetett végiil a (mikro)bioldgiai
biztonsagi fiilkék kifejlesztéséhez, amelyekben a zart kialakitds lehetové teszi a konnyili
fert6tlenitést, ablak véd a freccsend fertézott folyadékoktol, repiild tivegszilankoktol, valamint
folyamatos légelszivas véd az aeroszol fertdzéstdl (az elszivott levegot is fertdtlenitik). Ma a
biologiai biztonsagi fiilkéket altaldnosan hasznaljuk. Harom alapvetd biztonsagi szintjliket
szokas megkiilonboztetni és felszerelésiik szervesen hozzatartozé eleme a HEPA sz{ird (high
efficiency particulate arrestance — nagyhatékonysagli részecske-visszatartas), amely
kiilonosen tiszta (,,részecskementes”, gyakorlatilag steril) levegdjii munkateret biztosit a
szirés ¢és a lamindris 4ramlds kombindlasaval. A HEPA szlir6k miikodtetéséhez a
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rendszerekben kellden kialakitott ventilatorokat épitenek be. A fiilkék hulladék levegdjét
leggyakrabban a laboratoriumba engedik, de vannak elszivo rendszerbe kotott tipusok is.
Megjegyezziikk, hogy a hulladék levegét legtobbszor HEPA sziirok segitségével
dekontaminaljék, ill. mas biologiai veszélyek (pl. toxinok), vagy veszélyes kémiai anyagok
eltavolitasara aktiv szén szlrdt épitenek akar a berendezésbe, akar az elszivo rendszerbe.

T T 1‘ T/— elhasznalt levegd aramlas

elhasznalt levegé sz(ir

ventillator —

cirkulacios sz(ir6é egység

kis turbulenciaju

levegd csatorna —] nagy tisztasagu légaramlas

v v v ' tl Itl ra I o s | ra
—_ utanpotlo levegt aramlas

(el6sz(irt) - & '(—

recirkuralt levegd ~_|

/

elésziirg —_|

2. abra Kettes osztalyu bioldgiai biztonsagi fiillke keresztmetszeti vazlata

A vegyi fiilke kettds feladatot 14t el: mind a dolgoz6t, mind pedig a kornyezetet védi
(az elszivassal, ill. az elszivott levegd szlirésével, higitdsaval). A HEPA szlir6vel felszerelt
bioldgiai biztonsagi fiilkék feladata is kettds. Védik a laboratériumi miiveletet, ill. a termék-
eldallitast (aszeptikus, ill. steril miiveletet tesznek lehetévé a munkateriikben) és ugyanakkor
az elsédleges elhataroldas eszkozei (a fert6zott levegd nem jut ki a laboratoriumba).
Megjegyezziik e ponton, hogy a nagytisztasagi kornyezetben térténd munkavégzeés céljaira
kifejlesztett fliggbleges, vagy vizszintes légaramlast rendszerek (gyakran hasznaljak ezeket
biologiai laboratériumokban is, pl. sejttenyészetek kezelésére) nem védik a dolgozot a
fertdzéstdl, s6t a miivelet sordn a termékbdl stb. szarmazd kiilonbozé fert6zo, allergén,
toxikus stb. anyagok szétteritése a laboratoriumban novelik kitettségét. Ilyen, kiilondsen is a
vizszintes légaramlasu (,,szembefivd”) rendszereket mikrobioldgiai laboratoriumban tilos
hasznalni!

Az elsd bioldgiai biztonsagi osztalyl fiilkék csak a dolgozét védik, nem feladatuk a
termék, illetve a miivelet védelmének biztositasa. A laboratorium levegdjét atszivjak a fiilkén,
majd az elszivott levegét dekontaminaljdk (HEPA/aktiv szén stb. szlir6vel), mieldtt a
kornyezetbe kibocsatanak.

A BSL-1 és BSL-2 szintli laboratériumokban leggyakrabban a nem elszivasos kettes
osztalyu bioldgiai biztonsagi fiilkeket hasznaljak, ahol a hulladék levegét HEPA sziir6n at
dekontaminalva visszajuttatjak a laboratérium légterébe (2. abra). Ezek a fiilkék a dolgozot és
a miveletet egyarant védik. A 2a osztalyt fiilkékben a ventilatorral forgatott levegd 70%-at
recirkulaljak és HEPA szlirOn keresztiil a munkatérbe jut. A fennmarad6é 30%-os levegd
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térfogat Ugyszintén HEPA sziirten a laborlevegdbe tavozik. A munkaasztal peremén a
rendszer (0,4 m/s aramlasi sebességgel) 30% friss levegét sziv be. Igy akadalyozza meg a
laboratérium levegdjének a fert6z0dését. Természetesen a rendszerbdl szdrmazd 70%-nyi
szennyezett levegot is elszivjdk a munkaasztalon at. Vagyis a berendezés a HEPA sziiron
keresztiil részecskementes (majdnem steril) lefelé iranyuld kevésbé turbulens (~ laminaris)
légaramlast hoz 1étre a munkaasztal feletti [égtérben. A ,hulladék” levegd elszivasa hatasara a
munkaasztal peremén a véddablak alatti munkanyilasban folyamatos befel¢ iranyulo
légaramlas alakul ki (a munkanyilds magassagat 20-30 cm kozottire kell beallitani hasznalat
kozben). A berendezés mukodését zavarja minden olyan targy, eszkdz, amely a szinte
laminéris 1égaramlast turbulenssé teszi. Igy pl. a munkatérben hasznalt gazégé felfelé iranyuld
légaramlasa miikodészavarhoz vezethet (csak a gyartd altal ajanlott €gdk alkalmazhatok,
kifejezetten csak a sterilizalasi miivelet idejére bekapcsolva), vagy a munkaasztalon szétszort
felesleges targyak is gatoljak a megfeleld 1égaramlast.

A 2b osztdlyba sorolt bioldgiai biztonsagi fiilkékben a peremelszivas sebessége
nagyobb (0,5 m/s) és a felesleges levegdt az épiileten kiviilre vezetik. Megjegyezziik, hogy a
2b rendszereknek tobbféle altipusat épitik, akar olyanokat is, amelyek esetében az elszivott
levegdt nem recirkulaljak. Ilyen rendszereket hasznalnak pl. a karcinogén anyagokkal végzett
munkakhoz.

A 3 osztalya biologiai biztonsagi fiilkék a maximalis elhatarolast teszik lehetové, ez a
BSL-4-es laboratoriumok felszerelése. Ilyenek pl. a kesztylis benyulasu, elszivassal ellatott
fiilkék. HEPA szlirés biztositja a tiszta levegdjli munkateret, az anyagokat, eszkdzoket
zsiliprendszeren keresztiil juttatjdk a munkatérbe, az elszivott szennyezett levegét pedig a
szabadba juttatas el6tt megfeleld rendszerekkel dekontaminaljak.

A Dbiologiai biztonsagi flilkék munkaterében alapfelszerelés az UV lampa. Ez teszi
lehetévé munkasziinetben a 1égtér fertStlenitését. A rendszerekben kiépithetd a laboratoriumi
kozmiellatas. A munkatérben leggyakrabban gazcsap van, de egyéb célra is lehetnek szelepek
(stritett levegd, vakuum, viz stb.). Ezeket korr6zioallé anyagokbdl kell kialakitani, hogy a
vegyi hatdsoknak ellenalljanak és szivargasmentesen kell beszerelni. A fiilkék valamennyi
felszerelésének ki kell birnia a szlirOcserét, vagy egyéb javitdst megeldzden végzett
formaldehid géz (g6z) sterilizalast (a munkateret €s a légjaratokat formaldehid gbzzel telitik).

A nagy fertdzésveszéllyel jard laboratdriumi (vagy ipari) miiveletek (centrifugalas,
tomegtenyésztés fermentorban, egyes autoklavok, keverd és feltard rendszerek, allatkisérletek
stb.) esetén gyakorta ezek koré épitett bioldgiai biztonsagi rendszerek, nagy tisztasagi
munkahelyek, teriiletek kialakitasaval oldhaté meg a kell6 biztonsag.

2.4 Viselkedés és munkavégzés a mikrobiologiai laboratoriumban

A j6 laboratériumi eljarasok (GLP) és a feleldsségteljes viselkedés a laboratoriumban
onmagaban is alkalmas lehet a legtobb munkavégzéshez kapcsolddo fertézés megeldzésére. A
masodik bioldgiai biztonsagi szintli laboratoriumokban kotelezd és ugyanakkor az alapszintii
laboratoriumokban ajanlott alapvetd biztonsdgos mikrobiologiai munkavégzési eldirasokat,
eljarasokat a kovetkezokben ismertetjiik.

- A laboratoriumi gyakorlatokat megel6zden a hallgatoknak munkabiztonsagi oktatast kell
tartani, amelyben felhivjdk figyelmiiket a lehetséges veszélyekre, valamint a megeldzési
eljarasokra. Az 4altaldnos oktatast kiegésziti a (fertdézés)veszélyes eljarasok, miveletek
végzését kozvetlenlil megel6zd emlékeztetd, ismétld figyelmeztetés. A laboratorium
munkatarsai esetében a munkakorbe belépéskor és évi rendszerességgel ismétlodo
munkabiztonsagi, a veszélylépcsokre kiterjedd oktatds tartasa kotelezd. Ilyenkor fel kell hivni
a figyelmet az esetleges jogszabalyi valtozasokra, az uj miiszerekkel, eljarasokkal kapcsolatos
veszélyekre, sot kiilonosen veszélyes miiveletek esetében nem fert6z6 agenssel végzett
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gyakorld6 munkavégzés is indokolt. Az oktatas megtorténtét a torvények, rendeletek, helyi
szabalyzatok el6irdsai szerint dokumentalni kell.

- A laboratoriumban - kiilondsen a mikrobatenyészetekkel végzett munka idészakaban - csak
az oda beosztott személyzet és hallgatok tartézkodhatnak. A fokozott fertézésveszélynek
kitett (pl. terhes és szoptatd anyak, gyengiilt immunallapoti) személyek kizarhatok a
laboratériumi munkavégzésbol!

- Kopeny (100% pamutvaszonbdl késziilt) viselése kotelezd, ezen kiviil tovabbi egyéni
védofelszerelés haszndlata fontos. Védokesztyll viselése kotelezd kézsériilés esetén. A
megfeleld kritikus miiveleteknél laboratériumi véddszemiiveg, -maszk és kotény viselése
eléirdas. A gyakorlat, ill. a laboratérium felelds vezetdje felhivasat mindig figyelembe kell
venni! Az egyéni védofelszerelést le kell venni és a kijelolt helyére kell tenni a laboratorium
elhagyasakor. A védofelszerelést a gyakorlat végén ki kell dobni, vagy az intézményben
mosni, vasalni, fertotleniteni kell.

- A hosszu hajat be kell kotni, laza, lebegd ruhat becsukni, 6sszefogni. A mikrobiologiai
laboratoriumban viseljiink zart cip6t. Az apolt, levagott kérom is segit a fertdzés
megeldzésében.

- Ne végezziink veszélyes munkat egyediil a laboratériumban, mindenképpen legyen jelen a
sziikebb laboratériumi kornyezetben riaszthato, segitd munkatars. A fert6z6 anyagokkal
mindig kiilonleges figyelemmel kell dolgozni. A fert6zd, veszélyes anyagokkal, eszkdzokkel
torténd munkavégzést, miiveleteket elére tervezzilk meg. Minden esetben alkalmazzuk ¢és
tartsuk be a kiomlés, lecseppenés elkertilésére, ill. a dekontaminaldsra vonatkozo eldirasokat.
Minden miiveletet 6vatosan végezziink, hogy elkeriiljiikk az acroszol képzddést.

- A munkaasztal feliiletét munkavégzést megeldzden és azt kdvetden is fertdtlenitsiik.

- Tilos szajjal pipettazni! Hasznéljunk a mivelethez ill6 pipettdzo felszerelést. Figyeljiink
arra, hogy a pipettabdl ne cseppenjen ki folyadék. A pipettaban levd folyadékot ugy eressziik
ki, hogy a pipetta hegyét hozzaérintjiikk valamilyen ,feliilethez” (pl. kémcsé fala). Fert6z6
anyag pipettazasa sordn tilos a pipetta(hegy) ,.kifujasa”, mert aeroszol képzddik. Kiilondsen
figyelni kell ¢éles targyak (fecskendoéti, szike, torott tivegedény stb.) haszndlata esetén.

- Tilos beszélni a tenyészetekkel torténd munkavégzés soran, legfeljebb a legszigorubban
sziikséges esetben (pl. segitségkérés) lehet. Tartozkodjunk a munkat megzavar6 viselkedéstol,
tréfaktol. Minden olyan esemény veszélyes, amely a munkavégzéstdl elvonja a figyelmet!

- A munka végeztével mossunk kezet. A kézmosas egyes miveletek utin is hasznos. A
laboratoriumban tilos étkezni, inni, dohanyozni, vagy ,piperézkedni” (kozmetikumok
hasznalata). Ne vegye a szdjdba a tollat, ceruzat, vagy egyéb targyakat. Tilos a
laboratoriumban élelmiszert tarolni. A laboratoriumban ne végezzen kontaktlencséjével
,muveleteket” (ki-, vagy behelyezés, igazitds). A mennyiben kontaktlencsét visel, hasznéljon
véddszemiiveget vagy alarcot.

- A tenyészeteket, fert6zott targyakat, anyagokat kidobas eldtt dekontaminalni (pl.
autoklavozassal) kell. A hulladékot a laboratériumon kiviili dekontaminalasra
szivargasmentes, fedeles edényekben kell gylijteni, és zart tartdlyokban, zsakokban szallitani
az artalmatlanité autoklavozasra.

- A tenyészetek kiomlését, egyéb baleseteket azonnal jelenteni kell a laboratérium/gyakorlat
vezetdjének.

- A vegyszeres edényeken, tenyészeteken, egyéb felszerelésen a tartalmat megfeleld felirattal
kell jelolni. A munkafeliileteket mindig tartsuk tisztan, a felesleges eszkozoket rakjuk el. A
sziikséges eszkozoket a hasznalat sorrendje altal megkdvetelt rendben helyezziik el.

- A mikrobioldgiai laboratériumban tenyészetekkel torténd munkavégzés soran szinte mindig
hasznaljuk a gadzégdt (Bunsen-¢égot). A miiveletek kozott az iivegedények szajat, a kupakokat
stb. mindig égessiik le.
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A mikrobiologiai laboratériumokban a legvaltozatosabb vegyi anyagokkal dolgoznak
(pl. oldoszerek, savak, lugok, karcinogén szerek, mutagén anyagok), amelyek a kémiai
veszélyek sokasagat jelenthetik. Kiilonds figyelmet kell forditani a vegyszerek megfeleld,
biztonsagos haszndlatara. A laboratoriumokban csak az aktudlis munkdhoz sziikséges
mennyiségli vegyszert tarthatjuk. A hasznalt vegyszerekr6l a laboratorium, vagy egység
(tanszék) szintjén vezessiink készletnyilvantartast (leltar) €s kiilonosen veszélyes vegyszerek
esetében csak a legsziikségesebb mennyiséget taroljuk. A laboratdériumban hozzaférést kell
biztositani az egyes vegyszerek, anyagok biztonsagi adatlapjahoz.

A kovetkezOkben csak az alapvetd, legfontosabb kémiai laboratériumi biztonsagi
eléirasokat soroljuk fel:
- Ismerjiik az egyes vegyi anyagok biztonsagi kockazatait jelold figyelmeztetd és azonositod
jeleket, amelyet a csomagolason feltlintetnek (pl. akut mérgez6 anyag, oxidaloszer, gyulékony
vegyszer). A laboratériumban csak a legkisebb sziikséges mennyiséggel dolgozzunk.
Figyeljliink arra, hogy a vegyszerek ne keriiljenek a borfeliiletiinkre. Tilos a vegyszereket
megszagolni!
- Az celektromos laboratériumi berendezések hasznalatandl tartsuk be a biztonsagos
hasznalatra vonatkozd eldirdsokat!
- [llékony anyagokkal vegyi fiilkében, megfeleld elszivas mellett dolgozzunk!
- Mielétt a laboratoriumban munkahoz latunk, azonositsuk a helyiség biztonsagi
felszereléseinek (pl. vészzuhany, szemmosé felszerelés, elsésegély szekrény) helyét, az
eszk6zO0k hasznélati modjat. Figyeljiink az egyes laboratériumok ajtajdn, vagy egyes
eszk6zokon elhelyezett, a személyi védofelszerelések viselésére figyelmeztetd jelek ¢&s
feliratok utasitasara, hasznaljuk az eldirt felszerelést.
- Higanyt, vagy egyéb toxikus nehézfémet tartalmazo, valamint gyulékony, toxikus stb.
anyagokat tilos a lefolyoba kionteni! Tartsuk be a hulladék-elhelyezési eldirdsokat, hasznaljuk
a megfeleld kiilon gyljtéedényeket!
- Figyeljiink az ¢égési sériilések megeldzésére! Forrd berendezések (pl. autoklav,
hélégsterilizator), vagy nyilt lang (Bunsen-ég6) mellett kiilonds ovatossag indokolt. Egési
sériillést okoz a szdarazjég, vagy cseppfolyds nitrogén is. Szaritd, vagy égetd kemencét,
fozélapot hdszigetelo alatéten kell elhelyezni, mikodtetni. Hasznaljunk megfeleld
védofelszerelést, ha stiritett levegdvel, vagy vakuummal dolgozunk (pl. sziirésnél), igy pl.
védokosarat.
- Mindig viseljiink szem-, ill. arcvédd felszerelést, amikor UV fényt alkalmazunk (pl.
transzilluminatort DN'S munkaknal)!
- Az egyedi laboratériumi berendezések hasznalatanal (pl. autoklavok, centrifugdk, vakuum
szaritd berendezeés) el0szor olvassuk el a haszndlati utasitist (a berendezésre rogzitett
»egylapos” utasitast minden koriilmények kozott). Tartsuk be az utasitdsban leirtakat! Ha
kétség meriilne fel, kérdezze meg a gyakorlat/laboratorium vezetot.
- Tartsuk be a laboratoriumi palackos gazok haszndlati eldirasait. A palackokat megfelelden
rogzitve, fiiggbleges helyzetben hasznaljuk. Az ires, vagy nem hasznalt palackokat tilos a
laboratoriumban tarolni. A palackok csatlakoztatdsanal figyelembe kell venni a miiszer
hasznalati utasitdsdban rogzitett eldirdsokat (pl. oxigéngdz esetében tilos a kendanyagok
hasznalata).
- A mikrobioldgiai laboratoriumokban rendszeresen hasznalunk nyilt langot (pl. oltokacs
sterilizalasara, szélesztObot alkoholos leégetésére). Ne hagyjunk éghetd anyagokat a nyilt lang
kozelében.
- A laboratériumban ki kell helyezni a biztonsagi felszerelések (pl. tlizoltopalack, elsdsegély
felszerelés) helyét jelold, a biztonsagi figyelmeztetéseket (pl. bioldgiai veszély, viseljen UV
védd maszkot), valamint a vészhelyzeti telefon hivoszamokat tartalmazo jelzéseket.
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- A laboratériumban annak tlizbiztonsagi szintjének megfeleld tlizoltokésziilék(ek)
elhelyezése kotelezd. Figyeljik meg munka eldtt a tlzoltokésziilékek elhelyezkedését és
ismerjiikk meg a berendezések hasznalati modjat. Nagyobb tiiz kialakuldsa esetében értesitsiik
a laboratérium/gyakorlat vezetdjét és/vagy hivjuk a tlizoltosagot (105), vagy az eurdpai
egyseéges segélyhivoszamot (112). A 2.4.3 pontban részletezett modon jarjunk el.

- Amennyiben bdrére erds sav, vagy lug cseppen, azonnal b6 vizzel oblitse le. Savak esetében
3%-0s natrium-hidrogénkarbonat (natrium-bikarbonat), lugok esetében pedig 3%-os borsav
oldatot hasznaljunk a semlegesitésre. Ezt kvetden végezziink szappanos kézmosast. Ha ¢gést
okozott a sav, vagy lug, jarjunk el a 2.4.3 pontban leirtak szerint. A szembe freccsent sav
esetében 2%-o0s borax (natrium-tetraborat) oldattal végezziink szemoblitést, majd pedig ezt
fiziologias sooldattal oblitsiik ki. Lug szembe froccsenése esetén 2%-os borsav oldattal
oblitsiink, majd ezt kovetden hasznaljunk fizioldgias séoldatot. Feltétleniil szemorvoshoz kell
fordulni!

- A munka soran bekovetkezett balesetet, varatlan, veszélyes eseményeket azonnal jelenteni
kell a gyakorlat/laboratéorium vezetdjének. A munkavégzésbol torténd kieséssel, tappénzzel
jar6 baleseteket jelenteni kell az intézmény munkabiztonsagi megbizottjanak, jegyzokonyvet
kell felvenni és az eseményt ki kell vizsgalni. Eletveszélyes helyzetek esetében a baleset
helyszinét - lehetdség szerint - érintetlentil kell hagyni a helyszini kivizsgalashoz.

2.4.1 Tennivalok fert6z6 bioldgiai anyag (2-es rizikdcsoporti mikroba) kiomlése esetén

- Figyelmeztessiik a kiomlés kozvetlen kornyezetében dolgoz6é munkatarsakat, majd jelentsiik
az eseményt a laboratorium/gyakorlat vezetonek.

- Vegyiink fel megfeleld személyi védofelszerelést (pl. védokesztyl, szemiiveg, kdtény)!

- Fedjiik be jo nedvszivo képességli anyaggal a kiomlott tenyészetet (pl. papirvatta).

- Ontsiink frissen készitett vizes natrium-hipoklorit oldatot (2-5%; héztartasi hipo) a
papirvattara a peremektdl kozép felé haladva. Keriiljiik el a freccsenést!

- Hagyjunk 20 perc behatasi id6t!

- Szedjiik a papirvattdt szemeteszsdkba, hasznaljunk friss papirvattat a feliilet gondos
feltorlésére. Ugyeljiink arra, nehogy a szennyezést ne szétkenjiik. A feltdrlést a szélektdl a
szennyezett teriilet kozepe felé haladva végezziik.

- Tisztitsuk meg az ¢érintett teriiletet altaldnos laboratoriumi fertdtlenitdszerrel is, majd
,,mossuk fel”.

- A hulladékot autoklavozassal sterilizaljuk.

2.4.2 FertOtlenitd kézmosas és fert6tlenitdé mosdas

Ha barmely okbo6l kimegylink a laboratériumbdl (pl. munka végén, étkezés/dohanyzés
céljabol, mellékhelyiségbe), mindig mossunk kezet. Mossunk kezet akkor is, ha a bioldgiai
biztonsagi fiilkében befejeztiik a munkavégzést, vagy fert6zés kovetkezhetett be. A
fertdtlenité kézmosas altaldnos menetét a kovetkezOkben foglaljuk dssze.

- El6szor fertdtlenitsiik a keziinket: par milliliternyi fertdtlenitdszert egyenletesen oszlassunk
el a keziinkon. Figyeljlink az ujjak kozotti teriiletekre és amennyiben sziikség van ra, az alkart
is fertGtlenitsiik! Hagyjuk a kezlinkdn a fertOtlenitoszert az eldirt behatasi ideig (4ltalaban
legfeljebb 5 perc; olvassuk el a fertétlenitOszer leirdsat, vagy kovessik a
gyakorlat/laboratorium vezetd utasitasat).

- Végezziink gondos szappanos kéz- és alkarmosast meleg vizben.

- Széritsuk meg a keziinket papirtoriilkozdvel, vagy hasznaljunk kézszaritot.

Amennyiben ruhank, és/vagy mas testtajunk fert6zdodik, eldszor vegyiik le a ruhat,
majd testtajunkat az elobb ismertetett modon fertdtlenitsiik és mossuk meg. A hamsériiléseket
ezen feliil megfeleld fertdtlenitdszerrel kell kezelni (pl. Betadine — polivinil pirrolidon-jod
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komplex). Mélyebb sériilések, sebek esetében azonnal forduljunk orvoshoz. A fertézott ruhat
ferttlenitdszeres aztatassal, vagy mas eljarassal (pl. autoklavozas) kell csiramentesiteni.

A szembe freccsent fert6z6 anyagot tilos dorzsoléssel ,,szétkenni”! Azonnal oblitsiik ki
a szemet kézmeleg folyovizzel, vagy fiziologids sdoldattal. Amennyiben a szem sériilése is
feltételezheto (pl. fertdzott tivegszilank hatasara), azonnal szemorvoshoz kell fordulni!

Abban a ma mar szinte elképzelhetetlen esetben, ha a szajunkba jut fertdzott anyag, azt
azonnal ki kell képni (mosogatoba, vagy akéar egy zsebkenddbe). Ezt kovetden Oblitsiink
szdjat vizzel két-hdromszor egymads utan, majd végezziink 1-2 perces torokdblitést
(,,gargarizalas”) frissen készitett 1%-os vizes hidrogén-peroxid oldattal. Hasznalhatunk sz4j-,
vagy torokfertdtlenitd készitményeket is. A fertdzott anyag lenyelésének gyanuja esetében
teaskanalnyi huskivonat port oszlassunk el nyelviinkkel a szdjiiregiinkben, majd nyeljiik le.
Végiil pedig igyunk meg 8-10 ml 10%-os vizes sosavoldatot. Ne igyunk vizet! A huskivonat
hatdsara a gyomorban beindulé intenziv fehérjeemésztés a mikrobakat is el fogja pusztitani.
Forduljunk orvoshoz! Mérgezd anyagok esetében aktiv széntablettat oszlassunk el vizben (5-
10 tabletta 10-20 ml vizben) és fogyasszuk el, €s azonnal hivjuk a mentdket (104), vagy az
europai egységes segélyhivo szamot (112). Kovessiik a 2.4.3 fejezet — Mérgezés részében
irtakat!

2.4.3 Tennivalok veszélyhelyzetben és az laboratoriumi elsésegélynyujtas alapjai

A laboratérium kotelez6 felszerelései korébe tartozik az elsdsegély szekrény, amelyet
altaldban a mosdd kornyékén kijelolt helyen taldlhatunk. Az elsdsegély szekrény
felszerelésébe a kovetkezd anyagok tartoznak: steril kotszer (nedvszivd sebpdrna, mull-lap,
mull-pélya, nyomokotszer stb.), sebtapasz, ollo, steril védokesztyli, Betadine, aktiv
széntabletta, 10%-0s vizes sésavoldat, 2 tdmeg% borsavoldat pipettés iivegben, 2 tdmeg%-os
boraxoldat pipettas iivegben, 3 tomeg%-os natrium-hidrogénkarbonat oldat, huskivonat,
szemmoso pohar/készlet. Célszerli, hogy legyen hozzaférhetd (kiilsd) defibrillator legalabb az
¢épiiletben.

Veszélyhelyzetben  maradjunk nyugodtak, drizzik meg  higgadtsagunkat.
Figyelmeztessiik a veszélyhelyzet kornyezetében levoket, hogy hagyjak el az érintett teriiletet.
Ertesitsiik a laboratorium/gyakorlat vezetét. Stlyos baleset esetén azonnal kezdjiik meg az
¢letmentd beavatkozast.

A mentészolgalatot a 104-es, vagy 112-es (eurdpai egységes segélyhivoszam)
telefonszdmon lehet hivni. A mentdszolgélat hivasakor a kovetkezdképpen jarjunk el.

- Mindenekel6tt is mutatkozzunk be, neviink utan adjuk meg annak a telefonnak a
hivészamat, amelyrdl hivunk, ahol sziikség esetén visszahivhatok vagyunk.

- Adjuk meg a baleset pontos helyét és ismertessiik az épiilet elérhetdségét a telephelyen
beliil, valamint azt, hogy az épiiletben hogyan lehet a helyszinre jutni.

- Adjunk rovid, pontos leirast a veszélyhelyzet okarol, a koriilményekrdl, a sériiltek szamarol
¢s allapotukrol (vérzés, €ges, fajdalmak, eszméletlenség stb.).

- Jelezziik, amennyiben a tlizoltosag segitségére is sziikség van (ez esetben nem sziikséges
Oket kiilon riasztani, a mentdiranyitod fogja értesiteni oket).

- Ne tegylik le a telefont, mert a mentdiranyitd kérdéseket tehet fel, kiegészitd informaciot
kérhet. Lényeges azt is tudnunk, hogy telefoni segitséget, eligazitdst kaphatunk az
elsdsegélynytjtashoz.

2.4.3.1 Tiizeset és égési sériilések

Mindenekel6tt is kiséreljiik meg eloltani a tlizet. Amennyiben valakinek a ruhdzata,
haja ég, hasznaljunk tlizolt6 takar6t a tliz elfojtasdra. Az ég6 személy is segithet a tliz
elfojtasaban: fekiidjon le a foldre és hemperegve gatolja az égést. Az égési sériilést
szenvedett, égett borfeliiletet takarjuk le hideg vizzel megnedvesitett mullal, vagy tartsuk
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folyoviz ala (pl. égett kézsériilést). Az égett felillet mérete ¢és az €gés sulyossaga szerint
forduljunk orvoshoz, ill. hivjuk a mentdket. Az orvosi ellatasig, ill. a menték megérkezéséig
folytassuk a teriilet hiitését. Amennyiben a sériilt ontudatlan i. ellendrizziik a 1égzését, ii.
nyissuk ki a sz4jat a fej hatra billentésével és iii. alkalmazzon mesterséges 1¢élegeztetést (pl.
sz4jbol szajba) (lasd a 2.4.3.6. - Eszméletlen allapot -szakaszt).

Egési sériilést okozhatnak vegyszerek is. Folyadékok esetén az érintett teriiletet
oblitsiik le bo vizzel és tavolitsuk el a szennyezett ruhat. Folytassuk az égett teriilet hideg
vizes Oblitését a mentok megérkezéséig. Amennyiben az égést szilard vegyszer okozza, pl.
pamut konyharuhaval tisztitsuk le a ruharol, borrdl a vegyszert, majd tavolitsuk el a ruhat is az
¢érintett teriiletekrdl és az eldbbiekben irtaknak megfeleléen kezdjiink neki az égési sériilés
hiitésének hideg vizzel.

Aramiités esetén els6 feladat az dramtalanitds. Ha ez a vészkapcsolo segitségével nem
lehetséges, akkor hasznaljunk szigetel6 anyagbol késziilt targyakat a sériiltnek az d&ramkdrbol
torténd eltavolitasara (pl. fa, vagy mlianyag eszkdzzel). Ezutan kezeljiik az aramiités okozta
¢gést a korabbiak szerint.

A fagyas is égési jellegli sériilést okoz. Laboratoriumban elsésorban nagyon hideg
targyakkal, folyadékokkal torténd érintkezés (pl. folyékony nitrogén) okozhatja. Eldszor
tavolitsuk el az érintett teriiletrdl a ruhat, majd aztassuk a fagyott részt langyos (~ 40°C)
vizben. A megmelegedett testrészt boritsuk steril mull lappal a mentdk megérkezéséig.

2.4.3.2 Vérzéssel jaro sériilések

Vigyézat, vérz0 vagy valadékozd személyek ellatdsanal (vagy vérrel, valadékokkal
szennyezett targyakkal dolgozva) mindig viseljiink eldobhatd védokesztyiit! A szennyezett
targyak, feliiletek fertdtlenitéséhez alkalmazzunk megfeleld fertétlenitdszert, pl. aztassuk egy
oOrara haztartasi hipoba, mieldtt a takaritast folytatjuk.

Kiilsd vérzések ellatasakor gyakoroljunk folyamatosan hatirozott nyomast a sebre pl.
nedvszivd nyomokdtszer segitségével, vagy akar a kesztylis keziinkkel. Egyidejiileg forditsuk
a sériiltet olyan helyzetbe, hogy a vérzo testrész a sziv folé emelkedjen (pl. a kezét emeljiik
fel). Eroteljes vérzésnel fektessiik le a sériiltet és 1abait emeljiik fel mintegy 30 cm magasra.
Ne adjunk a sériiltnek enni, vagy inni! A sériilés mértékétdl fliggben intézkedjiink a
szakorvosi ellatas (mentdk) irant.

A belsd vérzés €letveszélyes allapotot is jelenthet. Vér hanyasa, vagy vér felkohogése
(vér jelenléte a vizeletben, vagy székletben) egyarant a belsé vérzés jelei. Fektessiik le a
sériiltet és labait tdmasszuk fel mintegy 30 cm magasra. Ne adjunk a sériiltnek enni, vagy
inni! Kérjiik a mentdk segitsegét!

2.4.3.3 Mérgezés

Amennyiben feltételezhetd, hogy valaki mérgezé anyagot nyelt, azonnal hivjunk
mentdt és kérjiink segitséget. A Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont keretében miikodik az
ingyenes z0ld szdmon (06-80-201-1199) a nap 24 Ordjaban hivhatd Egészségligyi
Toxikologiai Tajékoztatd Szolgalat (NNK — ETTSZ), ahol a kérdéses vegyszer hatdsairol,
valamint a teendokrdl egyarant érdeklédhetiink. Budapesten a Péterfy Sandor Utcai Koérhaz —
Rendeldintézet és Baleseti Kozpont, Stirgdsségi Betegellatd Osztaly és Klinikai Toxikologia
részlege (36-1-3-215-215) is hivhato.

Amennyiben a sériilt eszméletlen, fekszik és hany, fektessiik az oldalara és meg kell
tisztitani a szajat, a garatot a hanyadéktol. Egyidejiileg ellendrizziik a 1égzését! Ha nem
¢észleliink 1égzést, kezdjiink mesterséges 1élegeztetést maszkos-ballonos 1élegeztetdvel.
Tegylink félre minden olyan targyat, anyagot, amely a mérgez6 anyag azonositasat
eldsegitheti.
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2.4.3.4 Teendok gorcsroham kialakulasa esetén

Kiilonb6z6 okok vezethetnek roham (gorcsds rangdsokkal, zavartsaggal, eleséssel,
eszméletvesztéssel jard ,,esemény”’) kialakulasahoz, pl. mérgezés, magas laz, epilepszia.
Roham alatt gy6z6djiink meg arrdl, hogy az érintett nem sérti meg magat valamiben (fej
védelme), segitsiink ruhdzatanak meglazitdsaban. Kiséreljik meg lefektetni és oldalara
forditani. Beszéljiink az érintetthez és probaljuk megnyugtatni. A roham kozben az érintett
akar csak idonként is, de felfogja, felfoghatja a beszédet €s még irdnyithatd, segithetd is. Ne
hagyjuk egyediilll Amennyiben a roham rovid id6 alatt (4-5 perc) nem enyhiil, hivjuk a
mentoket. Rohamok sordn eléfordulhat 1élegzetkihagyas is. Amennyiben nem tér vissza az
érintett 1égzése, alkalmazzunk mesterséges 1¢legeztetést, ahogyan az az Eszméletlen allapot
(2.4.3.6. szakasz) ellatasanal olvashato.

2.4.3.5 Fulladas, nehézlégzeés, légszomj

A légzés 3-4 perces kiesése a légutak elzarodasa kovetkeztében életveszélyes helyzetet
teremt.

Amennyiben a ,,fulladoz6” személy tud beszélni és kohog, ne avatkozzunk be. Ha a
fulladas nem sziinik, a helyzet nem enyhiil, végezziink 3-5 erdteljes litést az €rintett hatara a
lapockak kozott. Tavolitsuk el az ételmaradékot a szajbol. Amennyiben ez nem segit,
alkalmazzuk az u.n. Heimlich-féle miifogast. Alljunk a sériilt mogé és két karunkkal fogjuk at
a mellkasa alatt. Egyik keziinket szoritsuk O0kdlbe és helyezziik a sériilt szegycsontja és
koldoke kozti terliletre, majd masik keziinkkel ragadjuk meg Okdlbe szoritott kezilinket.
Hirtelen mozdulattal rantsuk fel és hatrafel¢é a sériiltet, igy alkalmazva gyomortdji nyomast. A
fulladasi tliinetek megsziinéséig alkalmazzuk a két eljarasat felvaltva.

Amennyiben a személy eszméletét veszti, segitsiik a padlora ¢és forditsuk
oldalfekvésbe. Folytassuk a hat ,,verését”. Tavolitsuk el a szdjbdl az ételmaradékot, majd
forditsuk a hatara a sériiltet és a szegycsontra gyakorolt gyors nyomasokkal (2-4 alkalom)
kiséreljiink meg segiteni rajta. Hivjuk a mentdket!

2.4.3.6 Eszméletlen allapot

Az eszméletlen allapot kiilonbozd betegségek, illetve sériilések kovetkeztében
alakulhat ki. Eszméletlen allapotban a sériilt 1égzése és keringése miikodik, de nem tudunk
kapcsolatot 1étesiteni az érintettel. Legeldszor is kiséreljiink meg beszélni a sériilttel. Ennek
érdekében vallaindl fogva razzuk meg és kidltsunk rd. Csak akkor rdzzuk a sériiltet,
amennyiben nincs gerincsériilése. Stabilizaljuk a sériilt allapotat oldalfekvésben, valamint a
szaj- és garatiireg kitisztitasaval biztositsuk a szabad 1égzést, és takarjuk be, nehogy kihiiljon.

Rendszeresen ellendrizzilk a légzést részben a 1égzési hangok (szuszogés)
megfigyelésével, illetve a mellkas mozgasanak kontrollalasaval. Ellendrizziik a szivmiikodést,
ill. a keringést is a pulzus tapintasaval. Két vagy harom ujjunkkal a nyakon az ddamcsutka
mellett a nyaki {itéér tapintdsa a legbiztosabb. Ha a sériilt nem lélegzik, kezdjiik meg a
1élegeztetést maszkos-ballonos 1¢élegeztetdvel.

A pulzus hianyadban azonnal hivjunk kiils6 szivkompresszidés beavatkozasban
gyakorlott személyt. Az ELTE Természettudomanyi Kar Lagymanyosi Kampusz Déli
Epiiletében (Pazmany Péter sétany 1/c.) az Eszaki Portan félautomata kiilsé defibrillator
berendezés rendelkezésre all. A berendezés utasitasai szerint jarjunk el, ill. felvaltva
folytassuk a l¢legeztetést és a kiilsd szivkompressziot a mentdk megérkezéséig.

2.4.3.7 Szivinfarktus, szivroham

A szivinfarktus tiinetei i. a szoritdé mellkasi fajdalom, ii. légszomj, iii. erdteljes
izzadas; 1v. émelygés, hanyinger és hanyas; v. szédiilés, bagyadtsag, gyengeség érzése; vi.
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szorongas. Amennyiben a tiinetek barmelyike felmeriil, hivjunk ment6t azonnal. A mentd
kiérkezéséig lazitsuk meg az érintett ruhait és ismételten biztositsuk, hogy a menték mar Gton
vannak. Ultessiik le a sériiltet, hogy a 1égzését konnyebbé tegyiik. Biztassuk nyugodt 1égzésre.

Amennyiben a sériilt elveszti az eszméletét, ellendrizziik a 1égzés és a keringés
meglétét. Kérjiink segitséget megfelelden képzett személytdl és hasznaljuk a félautomata
kiils6 defibrillatort (1asd eldbb).

2.5 Mindségiranyitasi rendszer a mikrobiologiai laboratériumban

2.5.1 A mindség, mint a szolgaltatas alapja

A mindségi szolgaltatas célja, hogy a szervezet az altala nyujtott szolgaltatasban,
termék eloallitasakor a mindségi kovetelmények teljesitésével megteremtse a bizalmat a
vevoben. A mindségi szolgéltatasnak részei a mindségiranyitas, a mindség-ellendrzés, a
mindségszabalyozas valamint a mindségpolitika.

A mindségiranyitds egy szervezet felsO vezetése altal szerevezett ¢és tervezett,
eréforrasokkal tamogatott, a vevok megelégedését célzd mindségiranyitdsi rendszer
kialakitdsa és mikodtetése. Ennek a stratégianak része az 4llando feliigyelet alatt,
rendszeresen végzett mindség-ellendrzés.

A mindség-ellendrzés célja a termékek, szolgaltatadsok megfeleldségének vizsgalata. A
termékek, szolgaltatasok megfeleldsége az a tulajdonsag, hogy a jellemzok mennyire felelnek
meg a vonatkozo6 jogszabalyok (nemzetkdzi-, nemzeti szabvanyok, szakmai eldirasok, helyi
eljarasi rendek, utmutatok), szerzodések, ellendrzési utasitasok, dokumentaciok és a vevok
kovetelményeinek.

A mindségszabalyozdas a mindségi kovetelmények teljesitésére alkalmazott
eszkozoket, modszereket és tevékenységeket foglalja magaba.

A mindségpolitika egy szervezet mikodési teriiletén, fejlesztési iranyaiban a vevok
megelégedése érdekében kifejtett mindségbiztositasi torekvések, fejlesztések meghatarozasa.

Az MSZ EN ISO 9001:2015 szabvany szerinti min0ségiranyitasi rendszer az alabbi
alapelveket hatarozza meg:

Vevokozpontusag
Vezetdség elkotelezettsége a j6 mindség elérésében
Munkatarsak bevonasa

(a dolgozdk legyenek érdekeltek a mindségi munka megvaldsitasaban)
Folyamatk6zpontiisag (nem szakaszaiban nézziik a tevékenységeket)
Rendszerszemléletii iranyitas

(globalisan kell atlatni a folyamatokat, nem a részleteket kiragadva)
Folyamatos tokéletesités

(ellendrzés, mérés, visszajelzések gylijtése a jobbitas érdekében)
Tényszerti dontéshozatal

(adatgytijtésre €és elemzésre alapozott dontéshozatal)
Ko6lesondsen hasznos szallitoi kapesolatok

(beszallitokkal jo6 munkakapcsolatokra kell torekedni)

2.5.2 Az akkreditalas

Az akkreditalas annak hivatalos elismerése, hogy egy szervezet, természetes személy
alkalmas bizonyos megfeleldségértékelési tevékenységek (vizsgalat, kalibralds, mintavétel,
tanusitas, ellendrzés stb.) elvégzésére. Az akkreditalas célja az egységes europai elvekre épiild
akkreditalasi rendszerekben elismerést nyert szervezetek iranti bizalom novelése, a vizsgalati,
tanusitasi és ellendrzési tevékenység megbizhatosaganak emelése, a vizsgalati eredmények és
tanusitvanyok kolcsonds elfogadasanak eldsegitése, megteremtve ez altal az ismételt
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vizsgalatok ki-kiiszobolését €s a kereskedelem miiszaki akadédlyainak elharitdsat. Az Eurdpai
Parlament és a Tanacs 765/2008/EK rendelete (2008. julius 9.) alapjan az akkreditalas célja
egy szervezet megfeleloség-értékelési  tevékenységek  elvégzésével  kapcsolatos
felkésziiltségének hiteles megallapitasa. Az akkreditalds az alkalmazand6 kovetelményeknek
valdo megfeleloség értékelésére és biztositasdra iranyuld atfogd rendszer része, amelybe
beletartozik a megfeleldségértékelés és a piacfeliigyelet is.

Az Orszaggyiilés annak érdekében, hogy biztositsa az eurdpai és a nemzetkdzi
gyakorlatnak megfeleld hazai akkreditdldsi rendszer miikddését, az akkreditadlds, mint
kozhatalmi tevékenység ellatasat, a megfelel0ségértékelésre vonatkozé nemzetkozi
megallapodasok végrehajtasat, valamint eldsegitse a magyar nemzetgazdasdg szerepldi
versenyképességének novelése ¢és a kereskedelem indokolatlan miszaki akadalyainak
elharitdsa érdekében a termékek és szolgaltatisok tobbszori megfeleldségértékelésének
kikiiszobolését, a nemzeti akkreditalasrol megalkotta a 2015. évi CXXIV. torvényt, mely
hatalyon kiviil helyezte a 2005. évi LXXVIIL térvényt. A Nemzeti Akkreditdlo Hatosagrol (a
tovabbiakban: NAH) ¢és az akkreditalasi eljarasrol a 424/2015. (XII. 23.) Korm. rendelet, az
Akkreditalasi Tanacsrél a 1956/2015. (XII. 23.) Korm. hatarozat rendelkezik
(http://nah.gov.hu/).

Az akkreditalt statusz megszerzése egy szervezet szamara eldnyt jelent, hiszen ezaltal
altalaban né a vevOk bizalma a szervezet eredményeinek megbizhatosdga, pontossiga
tekintetében mind hazai mind nemzetkézi viszonylatban, ami a szervezethez érkezo
megbizasok szdmanak emelkedéséhez ¢és a vevok korének boviiléséhez vezethet. Az
akkreditalds ugyanakkor megndveli a szervezet tizemeltetési koltségeit a mindségiranyitasi
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muiatt.

Az akkreditald szervhez (NAH-hoz) akkreditalas iranti kérelmet vizsgaldlaboratorium,
mintavevd szervezet, kalibralolaboratorium, jartassagi vizsgalatot szervezd szervezet,
terméktanusité szervezet, irdnyitdsi rendszereket tanusitd szervezet, személyzettanusito
szervezet, ellendrzd szervezet (a hatdésagok kivételével), referenciaanyag-gyartd szervezet, a
kornyezetvédelmi vezetési és hitelesitési rendszert hitelesitd szervezet vagy természetes
személy, az liveghdzhatasti gdzok kozosségi kereskedelmi rendszerében €s az erdfeszités-
megosztasi hatdrozat végrehajtasaban torténd részvételrdl szolo toérvény szerinti hitelesitd
szervezet nyuUjthat be. Az akkreditalas Onkéntes és nyitott minden szervezet, illetve
természetes személy szamara, amely/aki tevékenységét partatlanul és szakszerlien végzi,
tovabba eleget tesz a felkésziiltségre vonatkozo kovetelményeknek.

Az akkreditalasi eljaras értékelési és dontéshozatali szakaszbol all.

Az értekelési szakasz sordn az akkreditdld szerv szakértoként mindsitokbdl és az
akkreditalasi kérelemmel érintett teriileten szakértelemmel rendelkezd személyekbdl allo
értékeld csoportot rendel ki.

A dontéshozatali szakaszban az akkreditald szerv hataroz az akkreditalasrol vagy az
akkreditalas iranti kérelem elutasitasarol. Az akkreditalt statusz 6t évre szol. Az akkreditalo
szervnek az akkreditalt statuszra vonatkoz6 hatarozata elismeri és igazolja, hogy a szervezet
vagy természetes személy alkalmas meghatarozott megfeleldségértékelési feladat elvégzésére.

Az akkreditalt statusz 5 évre érvényes, azzal a feltétellel, hogy a szervezet a feliigyeleti
vizsgélatokon tovabbra is megfelel az akkreditalas kovetelményeinek. Az akkreditalt statusz
alapjaul szolgald koriilmények fennallasat, valamint az akkreditalt szervezet, illetve
természetes személy alkalmassagat feliigyeleti vizsgalat keretében, indokolt esetben
rendkiviili feliigyeleti vizsgalat keretében ellendrizni kell. A feliigyeleti vizsgélati eljaras is
értekelési és dontéshozatali szakaszbol all. Az akkreditdlt szervezet az elsd feliigyeleti
vizsgalat iranti kérelmet az akkreditalt statusz elsé megadasatol szamitott egy éven beliil, azt
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kovetden legfeljebb kétévente koteles benyujtani tigy, hogy a helyszini szemlék kozott két
évnél hosszabb id6 nem telhet el.

A Nemzeti Akkreditald Hatosag nyilvantartast vezet az akkreditalt szervezetekrodl és
természetes személyekrdl. Ez a nyilvantartas tartalmazza az akkreditalt szervezetek és
természetes személyek nyilvantartdsi szamat, az akkreditalt szervezetek, szervezeti egységek
cégnevét és természetes személyek nevét, az akkreditalt szervezetek, szervezeti egységek
székhelyét, telephelyeit és természetes személyek lakohelyét, az akkreditalt tevékenységet €s
tevékenységi teriiletet, az akkreditalt statusz kezdeti és lejarati id6pontjat. A nyilvantartast az
akkreditalo szerv a honlapjan kozzéteszi (http://nah.gov.hu/).

A Nemzeti Akkreditald Hatosag NAR jelzéssel altalanos, illetve a kiilonféle
szervezetek akkreditalasara vonatkozo specifikus szabalyzokat dolgozott ki és alkalmaz (pl.
NAR-01, Az akkreditalasi, bovitési, rendkiviili feliigyeleti és feliigyeleti vizsgalati eljaras
értékelési szakaszanak szabalyzata).

A mikrobiologiai vizsgaldlaboratoriumok eldkészitését az akkreditalasi eljarasra a
,»Vizsgalo- ¢€s kalibralolaboratoriumok felkésziiltségének altalanos kovetelményei (ISO/IEC
17025:2017)” cimtt MSZ EN ISO/IEC 17025:2018 hivatkozasi szdmu szabvany szabalyozza.

A szabvany olyan miiszaki (technikai) dokumentum, amely egy tevékenységre vagy
annak eredményére vonatkozik, és olyan altalanos és ismételten alkalmazhaté szabalyokat,
utmutatokat vagy jellemzoket tartalmaz, amelyek alkalmazaséval a rendezd hatds az adott
feltételek kozott a legkedvezdbb. A szabvanyok mindig egy elismert szervezet altal alkotott
vagy jovahagyott, kozmegegyezéssel elfogadott dokumentumok. A magyar szabvanyokat az
1995. évi XXVIIIL. torvény szabalyozza. Hazankban a Magyar Szabvanyiigyi Testiilet a
szabvanyositds letéteményese. A szabvanyositas a felhaszndld és a fogyasztd érdekében
végzett szabalyozd, egységesitdé tevékenység. A szabvanyositds fo célja a rendszeresen
ismétlddé miiszaki-, gazdasagi feladatokra egységes ¢és kovetkezetes megoldasi modok
alkalmazdsa. A szabvanyositds targya a termelés korszertsitése, a szolgaltatdsok
szinvonaldnak javitdsa altaldnos, ismételten alkalmazhaté eljarasok, miiszaki megoldasok
kibocsatasaval. A nemzetkozi szabvanyositas célja a nemzetgazdasagi igények érvényesitése,
a kereskedelem miiszaki akadédlyainak elhdritdsa, miiszaki fejlesztés eredményeinek
sz¢éleskorli bevezetése, az élet, az egészség, a kornyezet, a vagyon, a fogyasztoi érdekek
védelme és biztonsaga, a megfeleldség tanusitas kovetelményrendszerének kialakitasa.

2.5.3 Mindségiranyitas a mikrobioldgiai laboratoriumban

Az akkreditalasi eljarast megel6zden a mikrobiologiai vizsgaldlaboratoriumnak ki kell
dolgoznia a sajat mindségiranyitasi rendszerét. A mindségiranyitasi rendszer j0 miikodéséhez
nélkiilozhetetlen a felsd vezetés elkotelezettsége €s részvétele a laboratorium akkreditalasanak
elékészitésében ¢és lebonyolitdsdban, tovabba sziikséges a mindségiranyitasért felelds
megfeleld képzettséggel rendelkezd személy kivéalasztasa és a laboratoriumi személyzet
tajékoztatasa és bevonasa a folyamatba.

A vizsgaldlaboratoriumok mindségiranyitasat meghatarozo altalanos kovetelmények
(partatlansag, bizalmassag) arra iranyulnak, hogy a laboratoriumi szervezet, eréforrasok
(beleértve a személyzetet, a 1étesitményeket és kdrnyezeti koriilményeket, a berendezéseket, a
metroldgiai visszavezethetdséget, a kiilsé forrasbol biztositott termékeket és szolgaltatasokat),
folyamatok (melyek magukban foglaljak az ajanlatkéréseket, a modszerek kivalasztasat, a
mintavételt, a vizsgalati mintak kezelését, a miiszaki feljegyzéseket, a mérési bizonytalansag
meghatarozasat, az eredmények érvényességének biztositdsat, az eredmények kozlését, a
panaszok, nem-megfeleldségek kezelését, az adatok-, €s informaciokezelés feliigyeletét) és az
iranyitasi rendszer megfeleljenek a hazai és/vagy nemzetkozileg elfogadott feltételeknek.

Mindezeket a kovetelményeket a vizsgalolaboratoriumnak a Mindségiranyitasi
Kézikonyvben teljeskoriien, irasban dokumentalni kell annak érdekében, hogy a laboratorium
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személyzete tevékenysége soran megismerje ¢és kovesse a Mindségiranyitasi Kézikonyv
tartalmat, tovabba, hogy kelld szakmai informacid alljon rendelkezésre a mindségiranyitasi
rendszer belso €s kiils6 szakértoi feliilvizsgalatdhoz (auditalashoz).

2.5.3.1 Az MSZ EN ISO/IEC 17025:2018 szabvany szerinti szervezeti kovetelmenyek

A laboratorium vezet0sége, mint jogi személy felelds azért, hogy a laboratoriumban
folyd tevékenység megfeleljen az MSZ EN ISO/IEC 17025:2018 szabvanyban eldirt
kovetelményeknek, a vevok igényeinek, a szabalyozo hatosagoknak és az elismerést nyjto
szervezeteknek. A laboratérium személyzetének rendelkeznie kell a feladatai elldtdsdhoz
sziikséges hataskorrel €s eréforrasokkal.

2.5.3.2Az MSZ EN ISO/IEC 17025:2018 szabvany szerint az eroforrasokkal kapcsolatos
kévetelmeények

A laboratoriumi személyzetnek munkavégzése soran partatlannak és felkésziiltnek kell
lennie, dokumentélnia kell minden a tevékenység eredményét befolyasold koriilményt, és
tevékenységét az iranyitasi rendszerrel 6sszhangban kell végeznie. A vizsgaldlaboratériumban
meghatarozott mikrobiologiai tevékenységet (pl. a vizsgalati feladatok elvégzését, a
berendezések lizemeltetését, az eredmények kiértékelését vagy a vizsgélati jegyzOkonyvek
kiadasat) onalldoan csak megfeleld képzettségli és szaktuddsu, tapasztalt és megfeleld
feljogositassal rendelkezd személyzet végezhet.

A létesitményeknek és a kornyezeti koriilményeknek alkalmasnak kell lenniiik a
laboratoriumi tevékenységhez ¢és nem befolyasolhatjdk hatranyosan az eredmények
érvényességét. A vizsgaldlaboratoriumnak a 1étesitményekre és a kornyezeti koriilményekre
vonatkozo kovetelmények dokumentalasa mellett (monitorozni) folyamatosan figyelemmel
kell kisérni a kornyezeti koriilmények megfeleldségét a vonatkozd eldirdsoknak,
modszereknek vagy eljarasoknak.

A vizsgéldlaboratériumnak rendelkeznie kell a tevékenységi korébe tartozéd feladatok
megfeleld elvégzéséhez sziikséges berendezésekkel, ¢és biztositania kell, hogy a
berendezésekre vonatkozo kovetelmények teljesiiljenek. A laboratoriumnak biztositani kell
mérési eredményeinek a metrologiai vagy egy megfeleld hivatkozasi alapra valo
visszavezethetOségét.

A vizsgaldlaboratériumban ezért a teljes munkafolyamat soran (a mintavételtdl vagy a
mintak érkezésétdl egészen az eredmények kiadasaig, illetve a mintdk artalmatlanitdsaig)
folyamatosan ellendrizni kell ¢és fel kell jegyezni a kornyezeti feltételeket (pl. a
laboratoriumban valé tartozkodas és munkavégzés megfeleldségét, a sterilitas biztositasat), a
miiszerek, berendezések megfelelo lizemeltetését (lasd 1. GYAKORLAT).

2.5.3.3A4Az MSZEN ISO/IEC 17025:2018 szabvany szerint a folyamattal kapcsolatos
kovetelmények

A laboratoriumnak eljarassal kell rendelkeznie az ajanlatkérések, ajanlatok és
szerzOdések atvizsgalasara vonatkozoan.

A vizsgalolaboratoriumnak megfeleld, a vevoi igényeket kielégitd és lehetdség szerint
a legfrissebb érvényes modszerrel kell a tevékenységi korébe tartozd valamennyi feladatot (pl.
mintavétel, kezelés, szallitds, tarolds, eldkészités, minta feldolgozas) elvégeznie. Az
akkreditalt laboratoriumokban elényben kell részesiteni a nemzetkdzi, regiondlis vagy
nemzeti szabvanyokban megfogalmazott moddszereket (lasd 2. GYAKORLAT). A
vizsgéldlaboratoriumnak bevezetés eldtt dokumentaltan igazolnia (verfikalnia) kell, hogy a
kivant teljesitmény eléréséhez sziikséges modszereket megfelelden tudja alkalmazni. A
vizsgéldlaboratorium érvényesiteni (validalni) koteles a nem szabvanyos médszereket, a sajat
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maga altal kidolgozott vagy mas laboratériumoktol atvett modszereket €s azokat a szabvanyos
modszereket, melyeket az alkalmazasi tertiletiikon kiviil kivan alkalmazni. A validdlas annak
a megerdsitése objektiv bizonyiték szolgaltatasaval, hogy az adott szandék szerinti
hasznalathoz vagy alkalmazéashoz el6irt kovetelmények teljesiilnek.

A laboratoriumnak a tevékenységi korébe tartozd mintavétel elvégzéséhez mintavételi
tervvel és modszerrel kell rendelkeznie, és a vizsgalati eredmények értelmezését eldsegitd
mintavétellel kapcsolatos feljegyzéseket meg kell Oriznie.

A laboratoriumnak biztositania kell, hogy az egyes laboratoriumi tevékenységekre
vonatkozd miszaki feljegyzések tartalmazzadk az eredményeket, a jelentést és elegendd
informaciot ahhoz, hogy megkonnyitsék a mérési eredményeket befolyasold tényezdk
azonositasat és a mérési bizonytalansag meghatarozasat.

A vizsgalOlaboratoriumnak  eljardssal  kell rendelkeznie az  eredmények
érvényességének figyelemmel kisérésére (monitorozasara). A vizsgalati eredmények
mindségbiztositasa érdekében a mikrobioldgiai laboratoriumokban folytatott vizsgalatok
soran (pl. a téaptalajok, kitek ellenérzésére) rendszeresen hasznalni kell nemzetkozi
torzsgyljteményekbol szarmazé referencia torzseket. A mikrobioldgiai laboratdoriumoknak
eredményeik allanddsdganak és megbizhatdsdganak biztositdsa érdekében tevékenységiiket
folyamatosan kontrollalni kell (pl. miimintadk alkalmazéasaval, parhuzamos vizsgélatokkal
torténd) belsd és (pl. laboratoriumok kozotti 6sszehasonlitd vagy jartassagi vizsgalatokon vald
részvétellel megvalosuld) kiilsd mindségellendrzési programokban valo sikeres részvétellel.

A vizsgalati eredményeket a vizsgalati jegyzokonyvben vagy a mintavételi jelentésben
mindig pontosan, vildgosan, egyértelmiien és objektiven kell megadni. A vizsgalati
jegyzOkonyveknek ki kell térnie minden az eredmények értelmezéséhez sziikséges és az
alkalmazott modszer altal megkivant, tovabba a vevovel egyeztetett informaciora.

Az eredmények kozlésére szolgdld dokumentumnak ezért tartalmaznia kell a
dokumentum megnevezését (pl. vizsgalati jegyzOkonyv), a laboratérium nevét és cimét, a
vizsgalati jegyzokonyv egyedi azonositojat, a vevd nevét és elérhetdségét, az alkalmazott
modszer azonositdjat, a vizsgalt minta leirasat, allapotanak jellemzdit, egyedi azonositojat, a
mintavétel helyét, idOpontjat, a mintavételi koriilményeket, a laboratériumi vizsgalat
végrehajtdsanak datumat, a vizsgalati eredményeket a mértékegységek megadasaval, annak a
személynek a nevét és azonositojat, aki a vizsgalati jegyzOkonyvet jovahagyta, a jelentés
kiadasanak datumat, tovabba sziikség szerint egy nyilatkozatot arrdl, hogy az eredmények
csak a vizsgalt mintara vonatkoznak.

2.5.34Az MSZ EN ISO/IEC 17025:2018 szabvany szerint az irdnyitdsi rendszerrel
kapcsolatos kévetelmeények

A Mindségiranyitasi Kézikonyv irdnyitasi kovetelményei meghatarozzak az
akkreditalt mikrobioldgiai laboratérium jogallasat, valamint megnevezik az irdnyitd és
miszaki személyzetet, melynek révén biztositott, hogy a laboratdérium tevékenysége a
vonatkoz6 jogszabalyoknak és az egyéb eldirasoknak megfelelden szolgalja a vevdi igények
kielégitését. Az iranyitdsi rendszer kiterjed a laboratorium teljes tevékenységére; a
laboratorium eszkozeivel végzett vizsgalatokra és az ezzel 9sszefiiggd adminisztraciora.

A laboratorium vezetdségének politikat és célokat kell meghatarozni a laboratorium
felkésziiltségével (kompetenciajaval), partatlansagaval és kovetkezetes miikodésével
kapcsolatban, bizonyitania kell, hogy elkdtelezett az irdnyitasi rendszer fejlesztése érdekében
¢és ehhez minden a laboratorium tevékenységébe tartoz6 dokumentéciot, folyamatot, rendszert
¢s feljegyzést beilleszt az irdnyitdsi rendszerébe, tovabba biztositania kell, hogy a
laboratoriumi személyzet szdmara hozzaférhetd legyen a feleldsségi koriikkbe tartozod
dokumentacio. Ennek érdekében a laboratoriumnak feliigyelet alatt kell tartani az irdnyitasi
rendszerhez kapcsolodd belsé és kiilsé dokumentumokat és feljegyzéseket, meg kell
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hataroznia a tevékenységével Osszefliggd kockazatokat ¢€s intézkedéseket, tovabba a
fejlesztési lehetdségeket.

Ha a laboratériumi munkavégzés soran nem-megfeleléségek fordulnak eld, a
laboratériumnak olyan dokumentalt hibajavitd tevékenységet kell folytatnia, mely alkalmas a
feltart nem-megfeleléség hatasainak kezelésére és kikiiszobolésére. A laboratdoriumnak
meghatarozott id6kozonként dokumentalt belsd auditot és vezetdségi atvizsgalasokat kell
végeznie az iranyitasi rendszerben foglalt célok és kovetelmények teljesiiléséral.

1. GYAKORLAT
Mintafeldolgozas a laboratéoriumba érkezéstol az eredmények kiadasaig

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus

vizminta legvalosziniibb csiraszamanak (MPN) meghatarozasa
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

szamitogép Microsoft programmal
A vizsgalat menete

1. Minta beérkezésének beiktatasa, adatainak rogzitése.

2. A mikrobioldgiai laboratériumi dokumentacio 1étrehozasa.

3. Egy szamitogépes adatrogzitd €s eredménykiadd program megismerése, hasznalata
elényeinek és hatranyainak bemutatésa.

4. A minta utjanak nyomonkovetése egy mikrobioldgiai laboratoriumban.

5. A vizmikrobioldgiai laboratéoriumokban alkalmazott rutinvizsgalatok megismerése
(Osszcsiraszam meghatarozas, E. coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa ¢€s
Clostridium perfringens kimutatasi modszerek).

6. Az eredmények kiértékelése és a vizsgalati jegyzOkonyv Osszeallitasa

2. GYAKORLAT
Egy szabvanyos modszer attekintése és alkalmazasa

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
MSZ EN ISO 16266:2008 ,,Vizmindség. Pseudomonas aeruginosa kimutatasa
¢s megszamlaldsa membransziiréssel”

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

MSZ EN ISO 16266:2008 szabvany leirasa alapjan
A vizsgélat menete
1. A szabvanyban szerepld taptalajok, moddszerek, kiértékelések, hatarértékek
bemutatasa elméletben és gyakorlatban.
2. A 10.1 fejezet Pseudomonas aeruginosa kimutatasa gyakorlat soran kapott adatok
értelmezése.

2.6  Sterilizalasi és fertotlenitési eljarasok

2.6.1 Sterilizalas

Sterilizalasnak (csiramentesitésnek) nevezzilk azt az antimikrobialis eljarast,
amelynek soran kiilonb6z6é fizikai, kémiai, vagy kombindlt eljarasok alkalmazasaval a
csiramentesitésre keriild anyagon és anyagban elpusztitjuk, illetve irreverzibilisen inaktivaljuk
a mikrobdkat, valamint ezek 6sszes nyugvo formait.

A mikrobdk a kiilonboz6 fizikai, kémiai hatdsokra igen eltéré modon reagéalnak, de a
kezelés hatékonysdga sok mas tényezotdl (pl. a mikrobak siiriségétdl, kondiciojatol, a
hatéanyag-koncentraciojatol, a kornyezeti feltételektol) is fiigg.
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A sterilizalast sokféle modon végezhetjiik (hovel, sziiréssel, sugarzassal, kémiai
anyagokkal). A modszert a kivanalmaknak megfelelden, az alkalmazott anyagok és eszkozok
anyagi mindségének ¢és a sterilizalasi eljaras rajuk gyakorolt hatasanak figyelembe vételével
kell megvalasztanunk.

2.6.1.1 Sterilizalas hovel

A szaraz ho hatdsa alapvetden a sejtek viztartalmanak eltavolitdsan és anyagainak ezt
kovetd oxidaciojan alapszik.

Nyilt langgal torténd sterilizalas olyan esetekben alkalmazhatd, ha a csiratlanitando
targy a langgal kozvetleniil érintkezve nem karosodik. Kiilonb6z6 laboratériumi fém és iiveg
eszkozok (pl. oltdkacs, szélesztObot, csipesz) nyilt langon athuzva gyorsan és biztosan
sterilezhetOk (3. 4bra és 4. abra).

I

Lol b

(a) (b) (c) (d) (e)
3. abra Az oltékacs sterilizalasa a Bunsen-égo langjaban

(a) A mikrobakkal fert6z6tt oltokacs kacs részét el6szor a gazlang hideg magjaban megszaritjuk. Ezzel elkeriilhetjiik, hogy a
kacson 1év6 fert6z6 anyag, a hirtelen felheviiléskor, még életképesen szétfrdccsenjen. (b) A szaraz fertdzott oltdkacs kacs
részét el6szor a gazlang hideg magjaban megszaritjuk. (c) A kacsot a langban egyre feljebb emeljiik, és atizzitjuk (d). Ennek
soran az oltdkacs nyelét meredeken (60-80°-0s szogben) a lang felett tartjuk, mikdzben finoman emeljiik. () Magat a
fémnyelet csak a szoritogytirtinél égessiik le, ott is csak rovid athuzassal, nem pedig sokaig izzitva.

A szaraz hovel torténd sterilezést hdlégsterilizatorokban végezziik. Ezek termosztatos
rendszerli, meghatarozott hémérsékletre beallithatd elektromos szekrények. Az egyenletes
homérséklet gyors kialakuldsadt ma ventillatoros keveréssel biztositjak ("légkavardsos"
holeégsterilizator). Szaraz hével csak hoéalld fém-, iveg-, porcelaneszkdzok, glicerin, vazelin,
olajok, zsirok és hdstabil porok sterilezhetok, amelyek az endospdras baktériumok biztos
elpusztitasahoz sziikséges homérsékleteket kibirjadk: 160 °C-on 45 perc; 180 °C-on 25 perc;
200 °C-on 10 perc.

A viz hdvezetése sokszorosa a levegdének, igy a nedves meleg viz vagy a vizgdz
jelenlétében alkalmazott héhatas lényegesen gyorsabban és hatdsosabban sterilizal, mint a
szaraz ho.

A nedves h6 alkalmazisdnak legegyszeriibb és legrégebbi moddja a kifézés. A
forrasban 1év6 viz h6éfoka normal 1égkori nyomés mellett a 100 °C-ot nem haladja meg, ezért
a kiilonosen ellenalld endosporas baktériumok a 10-15 perces kezelésnél nem pusztulnak el,
igy sterilizal6 hatés a kif6zés soran nem varhato.
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(a) (b) )

4. abra Sterilizalas alkoholos leégetéssel

(a) A sterilizaland6 eszkozt (szélesztObotot, csipeszt, szikét stb.) alkoholba martjuk, majd a Bunsen-ég6 langjaban az alkoholt
meggyujtjuk (b) és a targyat a langbodl kivéve megvarjuk, amig az alkohol elég (c).

A pasztrozés részleges csiratlanitds nedves meleggel. A tejet sok mikrobatol
mentesithetjiik egy alkalommal végrehajtott, 30 perces 65 °C-os vagy 5 perces 85 °C-o0s
melegitéssel, de a kezelést nemcsak egyes endospords baktériumok, hanem hdére kevésbé
érzékeny szervezetek, mint pl. a Mycobacterium sejtjei is tulélik. Ultrapasztorozés esetén
azonban a tej, illetve a tejszin a 135-150 °C-on 2 mp-es hotartassal vald kezelés soran
gyakorlatilag csiratlanna valik.

A tindéllozas (frakciondlt csiramentesités) sordn a sterilizalasra szant taptalajt vagy
oldatot, naponta egy alkalommal, négy napon at 60 °C feletti hdémérsékletre melegitik, majd a
kovetkezd kezelésig termosztatban inkubaljdk. Az egyes melegitések alkalmaval a vegetativ
alakok elpusztulnak, feltehetdleg az utols6 melegités mar az utolsonak kicsirdzott
endosporakat pusztitia el. HoOérzékeny taptalaj komponensek esetén (pl. zselatin)
alkalmazhatjuk ezt az eljarast.

(b)

5. abra Sterilizalas hovel — autoklavok

Nagyméretli automatikus tizemi autoklav (a). Asztali, un. gyodgyszertari sterilezé autoklav (b)
1. fedé, 2. aramellato kapcsolo, 3. levegztetd szelep, 4. nyomasmérd, 5. hdméro.
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Sterilizalasra a leghatdsosabb modszer a tilnyomason, telitett vizgdz jelenlétében
alkalmazott nedves ho (lasd 3. GYAKORLAT). Széles korben elterjedt ez hétkoznapjainkban,
amikor is az otthoni kuktakban, nyomas alatt, gézben fézziik az ételeinket. Ilyen nagyméreti
kuktaknak foghatok fel a laboratériumi autoklavok (5. dbra). Ezek 1ényegében hermetikusan
zaro, nagy belsé nyomast kialld tartdlyok, melyekbe behelyezve a sterilizalando targyakat
abban gozt fejlesztenek. Az autoklav zart terében a nyomds ndvelésével parhuzamosan
emelkedik a hdmérséklet, igy pl. az 1 atm tilnyomas elérésekor a telitett g6z hofoka eléri a
121 °C-ot. Ezt a hdmérsékletet a legtobb mikroba nem képes 10 percen tul elviselni (kivétel
pl. prionok, egyes hipertermofil baktériumok). Biztonsagi okokbdl a sterilezési id6 ennél
hosszabb, altalaban 20-30 perc.

3. GYAKORLAT
Autoklav (gyogyszertari sterilezo) iizemeltetése

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
tapagar lombikban
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
desztillalt viz
cérnakesztyli
autoklav (gyogyszertari sterilezo)
A vizsgalat menete

1. Nyissuk ki az autoklavot, és ellendrizziik, hogy van-e benne megfeleld mennyiségi
desztillalt, vagy ioncserélt viz. Sziikség esetén potoljuk.

2. Helyezziik a munkatérbe a megfeleléen csomagolt sterilizdland6 anyagokat (pl.
laboratoriumi eszkézoket, taptalajt).

3. Zarjuk le a szoritéfejjel az autoklav fedelét.

4. Ellendrizziik, hogy a légtelenitd szelep nyitva van-e.

5. Kapcsoljuk be az autoklav fiitését. Ennek megindulédsat a jelzélampa vilagitasa jelzi.

6. Amikor a légtelenitd szelep kivezetd csdcsonkjan at intenziv gdzkidramlast (stird,
tejfehér gozt) észlellink (a munkatér hdmérséklete elérte 100 °C-t), varjunk 4-5 percet, majd
zarjuk le a légtelenitd szelepet (1égtelenités).

7. Az autoklav fiitését csak akkor kapcsoljuk ki, amikor a munkatérben 1évd
anyagoknak az eldirt hdmérsékleten, nyomason vald kezelési ideje (csiratlanitas) megtortént
(pl. 1 atm talnyomason, 121 °C-on, 20 perc).

8. Az elektromos flités megsziintetése utan a késziiléeket hagyjuk lehiilni legalabb 60-
70 °C-ra (tulnyomas megsziintetése).

9. A tilnyomds megsziinése utdn, a munkatér kinyitasa eldtt nyissuk ki a légtelenitd
szelepet. Vegylk ki a sterilizalt anyagokat. Vigydzat, a felcsapodo 60-70 °C-os goz
égés/forrazas veszéllyel jarhat!

Fontos szabdly, az autoklav bekapcsolasdnak (lizembe helyezésének) idépontjatol a
csiramentesitési ciklus végéig a kezeld személy koteles a késziilék kdrnyezetében tartdozkodni,
¢s a sterilizalasi folyamatot rendszeresen ellendrizni!

2.6.1.2 Sterilizalds sugadrzadssal

Csiratlanitasra elterjedten hasznalt energiafajtdk a kiilonb6z6 sugarzasok (UV-,
rontgen-, radioaktiv-sugarzas) is, melyeknek eldnyiik, hogy héérzékeny anyagok esetében is
alkalmazhatok.

Az UV-sugarzas teljes spektruma (4-400 nm) kérosithatja a sejteket, de tartomanyanak
csupan sziik része felelds az Gn. germicid hatasért. 265 nm kdrnyékén igen erdteljes ,,csiradld”
hatas érhetd el, mert ennél a hullimhosszndl van a DNS abszorpcidés maximuma. A
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sejtpusztulas legfébb oka pirimidin dimerek képzddése a nukleinsavakban. A nukleinsavakat
ért karosodasokat a baktériumok kiilonbdzo hibajavitdé mechanizmusokkal képesek kijavitani,
azonban a karosodasok bizonyos szintje felett az enzimrendszerek kapacitdsa mar nem
elégséges, és igy a mutaciok felhalmozddasa a sejt pusztulasat okozza. Az UV (germicid)-
lampaékat elterjedten alkalmazzdk laboratoriumokban a légtér és feliiletek csiraszegénnyé
tételére. Alkalmazhatdsdganak hatart szab, hogy hatékonysaga a fényforrastol tdvolodva
négyzetes aranyban csokken, athatoloképessége kicsi, és hatékonysagat a feliileteken talalhato
szennyezddések a sugarelnyelés révén jelentdsen csokkentik.

A nagy energiaju ionizal6 sugarzasok koziil ipari méretekben a jo athatoloképességil,
rendszerint %°Co-izotopbol szarmazd gamma-sugarzast hasznaljak egyszer hasznalatos
injekcios tlik, fecskenddk, kotszerek, gyodgyszerek és egyes ¢lelmiszerek (pl. fliszerek)
sterilezésére. A gamma-sugarzas elénye, hogy a csomagolason is athatol, hatranya, hogy —
mint minden radioaktiv sugarzds — permanens, és minden irdnyba szorodik, ezért csak
specialis koriilmények kozott alkalmazhato. Elelmiszerekben akér a fogyasztora karos hatést
kémiai reakciokat is kivalthat.

2.6.1.3 Sterilizalas szuréssel

A mechanikus Uton torténd csiramentesités legaltalanosabban alkalmazott modszere a
szlirés, amikor is a sterilizdlandd folyadékot vagy gazt olyan porusméretii sztir6feliileteken
préseljiik at, amely a mikroorganizmusokat visszatartja és ezdltal a szilirlet sterillé valik
(6. abra). Ez a mddszer hatasat tekintve nem felel meg teljesen a sterilizalas alapelveinek,
mert a mikroorganizmusok a szlirés sordn nem pusztulnak el. A szlirok vastagsagat,

porusainak atmérdjét tigy kell megvalasztani, hogy azon a baktériumok €s mas sejtes elemek
ne juthassanak at.

6. abra Sterilizalas sziiréssel — fecskendosziiro hasznalata

Vitamin oldatot (1) fecskend6sziirén (2) sterilizalva adunk az elézetesen autoklavban csiramentesitett tapkdzeghez (3).
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A mikroorganizmusok sziirésére korabban elsésorban adszorpcios elven miikodo, pl.
Seitz-féle azbeszt- vagy kiillonbozo tlivegsziir6ket alkalmaztak. A modern membransziirok
altalaban celluloz-észter, poliészter, polikarbonat, teflon tipusu anyagokbol késziilnek,
miikodésiik részben a mikrobak adszorpcidjan, részben mechanikus szitahatason alapul. A
tisztan szitahatason alapul6 sziirék elonydsek, mivel azok nem valtoztatjdk meg a sziirendd
oldat Osszetételét. A baktériumok eltavolitasara a 0,22 um atmérdjli membranszlirék a
legalkalmasabbak, am ezek a virusokat ateresztik, utobbiak kisziirésére még finomabb
porusméretii (0,02-0,05 um) sziirdket alkalmaznak.

A membransziirok biologiailag semlegesek, nem akadalyozzak a szliron fennmaradt
mikroorganizmusok élettevékenységét, nem gatoljak az enzimmiikddésiiket, az anyagok jol
diffundélnak a membranon keresztiil, igy a baktériumok konnyen tenyészthetdk is rajtuk
kiilonféle taptalajokra helyezve. Ezen kiviil festhetok, fénymikroszkop alatt megvizsgalhatok.

2.6.1.4 Sterilizalas kéemiai modszerekkel

A kémiai anyagok széles kore alkalmas a mikrobak gatlasara (lasd 6.4.4.2 fejezet). Az
anyagok egy része csupan szaporodasaban gitolja a baktériumokat (bakteriosztatikus hatas),
mas része viszont eldli (baktericid hatas). Az, hogy egy anyag sztatikus vagy cid hatasu, az
anyagi mindségen kiviil fiigg a koncentraciotol és a behatdsi 1d6tdl is. Kémiai sterilezésre
csak cid hatasu anyagok alkalmasak. Ezekkel szembeni kovetelmény, hogy hatasuk legyen
sz¢les spektrumu, ne legyenek toxikusak a magasabbrendii szervezetekre, ne 1épjenek karos
reakcioba a kezelendd anyaggal, ne legyenek bomlékonyak, legyenek kornyezetkimélok,
konnyen kezelhetdk és gazdasagosak.

A kémiai sterilezésre hasznalt anyagok lehetnek folyékony vagy géz
halmazallapotuak. A folyékony szereket fOként feliiletek sterilezésére hasznaljdk. A gaz
halmazallapotu vegyiiletek jelentéségét az Un. gazsterilizald berendezések adjak. Sokféle
antimikrobidlis hatdst gézt ismeriink, de a legelterjedtebbek a béta-propiolaktonnal, illetve
formaldehid g6zokkel miikodo berendezések. Ezek a vegyszerek alkilald hatdsuk révén a
mikrobidlis fehérjéket és a nukleinsavakat karositva a mikrobak pusztuldsit okozzak. A
sterilizalando eszkozoket, anyagokat gy kell megvalasztani, hogy ne karositsédk, ezért
kiilonosen a kotszerek €s a hore lagyuld milanyagok sterilezésében van nagy jelentdségiik. A
gazokkal és gdzokkel sterilezett anyagok ¢€s eszk6zok nem hasznélhatok fel azonnal, hanem
meghatarozott ideig szelloztetni kell azokat, hogy toxikus, szdvetkarositdo hatasuk
megszinjon. A gazsterilizatorok alkalmazasa nagy koriiltekintést igényel, mert az alkilezd
hatasu vegyiileteknek erdteljes rakkeltd hatasuk van.

2.6.2 Fertotlenités

Fertdtlenités (dezinfekcido) minden olyan eljaras, amely a fert6zd forrasbol a kiilsé
kornyezetbe kikeriilt kérokozok elpusztitasara, illetéleg fertdzoképességiik megsziintetésére
iranyul. Fert6tlenitd hatasnak nevezziik azokat a kémiai, fizikai-kémiai tényezdket, melyek a
mikroorganizmusokkal kozvetleniil érintkezve, megfeleld intenzitds, aktivitdas mellett,
meghatarozott id6tartam (behatdsi id0 vagy expozicidos 1dd) alatt azok pusztulasat,
inaktivalasat idézik eld. A ferttlenités megvaldsulhat azokkal a fizikai modszerekkel (pl.
héenergia, telitett és thlnyomasos vizgdz, forrasban 1évé viz formdajaban, UV sugarak),
sor, valamint kémiai szerekkel, amikor is az antimikrobidlis tulajdonsdggal rendelkez6
vegyiiletek oldatként, aeroszol, vagy gazhalmazallapotban fejtik ki mikrobadld hatasukat.

A fert6tlenitésre  alkalmas kémiai anyagokat kémiai szerkezetik  ¢és
hatdsmechanizmusuk szerint is csoportosithatjuk.

Az alkoholok koziil az etanolt és az izopropanolt széleskorben hasznaljak
fertdtlenitdszerként. Kitind antiszeptikus tulajdonsdgokkal 50-70%-0s vizes oldatuk
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rendelkezik. Hatdsmechanizmusuk fligg az alkalmazott koncentraciotol. Az 50-95%-os
alkoholos oldatok lipid-oldékonysaguk miatt dezintegraljak a membranokat. A megvaltozott
ateresztOképességli membranon at sejtbe jutd alkohol denaturalja a fehérjéket, tovabba
vizelvond hatdsa van. Az abszolut alkohol (100%-o0s) vizelvond hatdsa a legjobb, de nem
koagulélja a fehérjéket. Az alkoholok 70%-os higitasban a leghatékonyabbak. Megolik a
baktériumok és gombak vegetativ alakjait, de a spordkat kevésbé karositjak, és a virusok
koziil is sok kibirja ezt a kezelést.

A fenol (karbolsav) egyike a legeldszor alkalmazott (Lister) dezinficienseknek.
Fehérjéket denaturdl, irreverzibilisen inaktivalja a membranhoz kotétt oxidazokat és
dehidrogenazokat. Ma mar a fenolt kedvezdtlen fizikai, kémiai és toxikoldgiai tulajdonsagai
miatt nem hasznaljak, de szubsztitualt (alkilalt, halogenizalt) szarmazékait sokszor
tenzidekkel, vagy alkoholokkal kombinalva alkalmazzdk (pl. krezol, hexaklorofén,
klorhexidin).

A halogének (F, CI, Br, 1) és vegyiileteik nagyon hatasos fert6tlenitd- és antiszeptikus
szerek; elsdsorban nem ionos formaiknak van antimikrobidlis aktivitdsuk. Minthogy a fluor €s
a brom veszélyesebbek, mint a klor és a jod, s mert a mikroorganimusokra ugyanolyan
mértékben toxikusak, mint a mésik két elem, igy rutinszeriien az utobbiakat hasznaljak.

A klorgazt csaknem kizarolag ivoviz, illetve egyéb vizek fertdtlenitésére alkalmazzak.
Kiilonb6zd vegyiiletei (pl. klor-dioxid, klérmész, Kloramin-B, natrium-diklor-izocianurat)
azonban a legszélesebb korben elterjedt fertétlenitdszer készitmények. A natrium-hipoklorit
(Hypo: 8% NaClO és 1% NaOH keveréke) az egyik legrégebben hasznalt kivalo fehéritd,
szagtalanitd és fert6tlenitészer. A klor és vegyiileteinek hatdsa azon alapszik, hogy vizes
oldataikban bomlas kozben erds oxidaloszer, naszcensz (atomi allapotr) oxigén ('O') szabadul
fel. A naszcensz oxigén nagyon reakcioképes, egyarant alkalmas a baktériumok ¢és
endosporaik, valamint a gombdék és a virusok elpusztitisara.

A jod széles korben elterjedt fertdtlenitd- €s antiszeptikus szer. Kétféle készitménye
ismert: a jod-tinktara (5% jodot tartalmazd alkoholos kalium-jodid oldat) és a jodoforok
(kiilonb6z6 természetes detergensekkel képzett komplexeinek vizes oldatai). Alkoholos
oldatban bor fertotlenitésére, vizes oldatban sebészeti bemosakodasra is alkalmas. Szulthidril-
¢s a hidroxil-csoportokkal, valamint a diszulfid hidakkal reagalva szétroncsolja a fehérjéket.
Baktericid és az entero- és hepatitisz virusok kivételével virucid hatdsa is van. A jod
esetenként allergias reakciot valthat ki.

Az aldehidek széles spektrumu fert6tlenitdszerek, leggyakrabban a formaldehidet és a
glutaraldehidet alkalmazzak, muiszerek, eszkozok fertdtlenitésre. A formaldehid gaz 34-38%-
os vizes oldata a formalin. Hatdsat a fehérjék alkilezése utjan fejti ki.

A nehézfémek, mint a higany, az arzén, az eziist, az arany, a réz, a cink és az 6lom, €s
kiilonféle vegylileteik jo hatasfokkal alkalmazhatd fertdtlenitok, de tal artalmasak ahhoz,
hogy ¢l6 szovetek kezelésére felhasznalhatok legyenek. Fert6tlenitéshez kis koncentracioban
kertilnek alkalmazasra. Ilyenkor a sejtekbe jutva altaldban a szulhidril-csoportokhoz koétddve
hatnak, ¢és foként a fehérjéket karositjak. Szerves vagy szervetlen soik formajaban; elsésorban
eziist- és higanytartalmu készitmények vannak forgalomban. Nagy hatékonysagtuaknak
bizonyulnak nanoeziist tartalmu fertétlenitdszerek, illetve a nanoeziist bevonati orvosi
eszk0zok, implantdtumok, valamint a nanoeziistot tartalmazoé kotszerek, krémek nagyban
eldsegitik a gydgyulast és a sebfertdzések megeldzését. A nehézfém tartalmu készitmények
baktericid, fungicid és virucid hatasuak.

A detergensek, vagy feliiletaktiv anyagok olyan szerves molekuldk, melyeket egy
hosszu hidrofob szénlanc és egy hidrofil "fej" alkot. A szénlanc toltése alapjan
megkiilonboztethetiink nem ionos, valamint anion- €s kationaktiv detergenseket. A nem ionos
feliiletaktiv anyagoknak nincs szamottevd biocid hatasuk, és az anionos detergensek is csak
korlatozott mértékben hasznalhatok gyenge hatékonysaguk miatt. Ebbe a csoportba tartoznak
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a szappanok, amelyek hosszu szénldnci karbonsavak (zsirsavak) natrium- vagy kaliumsoi.
Onmagukban nem fertétlenitenek, de zsiroldé hatasuknal fogva hatékony tisztitoszerek. A
harom csoport vegyiiletei koziil a kationaktiv detergensek a legjobb fertétlenitdszerek.
Kozéjiik tartoznak a kvaterner ammoéniumsok. A feliiletaktiv anyagok hossza szénldncukkal a
sejtmembran belsé lipidrétegébe siillyednek, mig polaros, vizoldékony fejiik a felszinen
marad, melynek hatasara a sejt feliileti fesziiltsége csokken. Ez tobbek kozott a sejtmembran
szelektiv permeabilitasdnak elvesztését eredményezi, és ennek kovetkeztében a sejttartalom
akadaly nélkiil kidramolhat a sejtbdl. A kvaterner ammoniumvegyiiletek ezen kiviil képesek a
fehérjéket is denaturalni. A boron és nyalkahartyakon alkalmazva alig toxikusak. J6 nedvesito
tulajdonsaguk miatt fOképpen tisztitdsra, mitétek el6tti bemosakodasra hasznalhatok.
Hatéasspektrumuk sziik, inkdbb csak bakteriosztatikus hatdsuk van, azonban a sporakra
hatéstalanok.

2.7 Sterilizacios berendezések hatasfokanak ellenorzése

A sterilizal6 berendezések hatasfokanak ellendrzésére tobbféle modszer Aall
rendelkezésiinkre: miiszeres ellendrzés, kémiai indikdtorok haszndlata, bioldgiai ellendrzés
sporapreparatumokkal.

Miszerekkel a sterilizalo berendezésekben a géznyomas, a hdmérséklet és a behatasi
id6 folyamatosan ellendrizhetd. Segitségiikkel jol tajékozodhatunk arrdl, hogy a sterilizalas
elvi feltételei a munkatérben érvényesiilnek-e.

A rakomdnyban a kémiai indikatorok, ha a hémérséklet és az id6tartam elegendd a
hatasos sterilizdldsra, altalaban sziniiket megvaltoztatva informalnak. A Browne-féle
iivegesovek eredetileg piros szinli indikatoroldatot tartalmaznak, amely elégtelen hohatasra
sargds szinlire, kielégitd sterilizdlds esetében zold sziniire valtozik. Az indikétoros
ragasztdszalagokat a rakomdanyra ragasztva helyezziik el. A szalagok szinvaltozasa vagy
valamely felirat megjelenése (pl. ,,OK” vagy ,,STERIL”) jelzi, hogy a sterilizalas megtortént.
Kémiai indikatorok hasznélata csak bioldgiai probaval el6zéleg mindsitett késziilékekben
javasolt. A kémiai indikatorok inkabb csak azt jelzik, hogy a kivant hémérsékletet az adott id6
alatt a sterilizalo késziilék elérte.

A biologiai indik4torok hasznalata a legmegbizhatobb modszer a sterilizalo
berendezések hitelesitésére, idoszakos ellendrzésére (lasd 4. GYAKORLAT). E célra az adott
sterilizalo eljarashoz kidolgozott, standardizalt baktérium (spéra) készitményeket, un. teszt-
preparatumokat kell hasznalnunk. A sterilizalas miiveletével szemben a teszt szervezetek (pl.
Geobacillus  stearothermophilus  spOraprepardtum) rezisztensebbek, mint a legtobb
mikroorganizmus. Ha a sterilizalas hatasfoka elégtelen, a tesztmikroba életképes marad (pl. a
sporak csirazoképessége megmarad).

A sterilizal6 berendezések ellendrzéséhez alkalmazott bioindikatorok leggyakrabban a
kovetkezd baktériumtorzsek sporait tartalmazzak: Geobacillus stearothermophilus ATCC
7953 autoklavokhoz; Bacillus atrophaeus ATCC 9372 holégsterilizatorokhoz; Bacillus
atrophaeus ATCC 9372 etilénoxidos gazsterilizatorokhoz; Geobacillus stearothermophilus
ATCC 10149 formaldehides gazsterilizatorokhoz.

Sterilizaldé berendezések mikrobioldgiai ellendrzése a kovetkezd esetekben kotelezo:
uj, vagy felujitott késziilék iizembe allitdsakor; tizemeld berendezésnél legalabb félévenként;
mikrobiologiai hatdsfokvizsgalat nem megfeleld eredménye és az azt kovetd miiszaki
feliilvizsgalat utan; minden olyan javitds, vagy alkatrész csere utdn, mely a berendezés
sterilizalo hatasat befolyasolhatja; indokolt esetben soron kiviil (pl. jarvany, kérhazi fert6zés);
formaldehides gazsterilizatorok esetében negyedévenként.

A gozsterilizatorok mikrobiolégiai ellenérzésére a Geobacillus stearothermophilus
ATCC 7953 torzs sporaibol készitett bioindikatoros sporakészitménye 1,2 x 10° TKE-nak
megfeleld mennyiséget tartalmaz. Ezt a mennyiséget a megfeleld hatékonysagl autoklavozasi
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ciklus képes elpusztitani. A mikroorganizmusok elpusztulasa, vagy életben maradédsa
folyékony taptalajban val6 tenyésztéssel mutathat6 ki.

A vizsgalando6 autoklav munkaterében elhelyezhetd bioindikatoros sporakészitmények
szama a késziilék munkaterének térfogatatdl fiigg. Ennek megfeleléen 60 1 munkatérfogat
alatt 4 db, 60-1001 munkatérfogat kozott 5 db, 1001 munkatérfogat felett 10 db
tesztpreparatum sziikséges. A sporakészitményeket — egyenletesen eloszlatva — az autoklav
munkaterének hoétechnikailag jellemzO pontjain (Gn. hidegpontokon), a sterilizalando
rakomany ko6z¢ helyezziik el.

4. GYAKORLAT

Gozsterilizatorok (autoklavok) mikrobiologiai ellenérzése Geobacillus
stearothermophilus sporapreparatum tualélési probajaval

A vizsgélat targva. a vizsgalt mikroorganizmus
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 torzs sporakészitmény
A vizsgalathoz szikséges anyagok és eszkozok

TS tapleves

steril ollo

steril fémcsipesz

autoklav

Bunsen-¢go

55-60 °C-os termosztat
A vizsgélat menete

1. A sporakészitményeket helyezziik el az autoklav kamraterének megfeleld pontjaira.

2. Végezziink el egy sterilizalasi ciklust az autoklavval (lasd 3. GYAKORLAT).

3. A sterilizalasi ciklus befejeztével a sporakat tartalmazoé tasakokat steril olloval
nyissuk fel, és steril csipesszel helyezziik a spdrapreparatumot a TS taplevesbe.

4. A mintékat tartalmaz6 tapleveseket termosztaljuk 55-60 °C-on 1 hétig.

5. Az inkubacio elteltével figyeljiilk meg a baktériumnovekedést, vagy annak hianyat.

2.8 Fertétlenitészerek mikrobioldgiai hatasossaganak meghatarozasa

A bakteriologiai laboratoriumok a jarvanyligyi munkaban, a gyogyitdé megeldz6
intézményekben, vagy az €lelmiszer- és gyodgyszeriparban a megeldz6-, folyamatos-, vagy
zarofertdtlenitésre alkalmazott fertdtlenitd oldatok antibakteridlis hatasat szurdprobaszeriien,
vagy aktudlis jarvanyligyi esemény (pl. jarvany, fertdzések halmozodasa) bekovetkeztében
ellendrzik. A fertdtlenitdoszer hatastani vizsgalatok alapelve, hogy a vizsgalandd
fertdtlenitdszert tesztbaktérium szuszpenzidval elegyitjiik, majd meghatarozott iddtartam
eltelte utdn a baktérium-fertStlenitészer elegybdl kacs segitségével mintat vesziink és
taptalajra oltjuk (lasd 5. GYAKORLAT). Az el6irt inkubacios 1d6 letelte utdn a
szubkultraban  bekovetkezett szaporodasbol, vagy a szaporodds elmaradasabol
kovetkeztetiink arra, hogy adott expozicios 1d0 alatt a fertStlenitdszer a tesztbaktériumokat
elpusztitotta-e, vagy sem.

5. GYAKORLAT
Fertotlenitoszerek mikrobiologiai hatasossaganak meghatarozasa

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Staphylococcus aureus 24 oras tenyészete 50 ml TS taplevesben
Pseudomonas aeruginosa 24 6ras tenyészete 50 ml TS taplevesben
Bacillus subtilis 24 oras tenyészete 50 ml TS taplevesben

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
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TS tapleves
pipetta, steril pipettahegyek
kémcsokeverd (vortex)
vizfirdo
TS tapagar lemezek
fertdtlenitészerek:1% és 2% (V/V) Na-hipoklorit-oldat
egyéb kereskedelemben kaphato fertétlenitészer (pl. Domestos, Clorox)
kontroll oldat: 0,9% (m/V) NaCl-oldat
steril miianyag oltdkacs
9 ml steril desztillalt viz kémcsdben
steril kémcsovek
Bunsen-¢ég6
termosztat
A vizsgélat menete

1. Készitsilink kisérleti tervet, majd ezek alapjan gytjtsiik 6ssze a szilikséges anyagokat
¢s eszkozoket. Végezziik el az egyértelmii feliratozast (higitasi fok, 1do, taptalaj, datum, név),
majd kezdjiink hozza a gyakorlat végrehajtasahoz.

2. A fert6tlenitészer-koncentratumbol elkészitett oldatokbol, illetve a kontroll oldatbol
9-9 ml-nyi mennyiséget mérjiikk szét steril kémcsovekbe, majd a kémcsoveket helyezziik
25°C-os hémérsékletii vizfiirdobe.

3. A steril milanyag oltékacsokat helyezziik 10 percre a tesztbaktériumok
szuszpenzidiba.

4. Ezutan a tesztbaktériumokkal fertézott milanyag oltokacsot tegyilk at a
fertotlenitoszer oldatokba, illetve a kontroll oldatba.

5. Meghatarozott id6 elteltével (1, 5, 15, 30, 45 és 60 perc) a mianyag oltokacsot a
fertétlenitészerbdl emeljiik ki, és meritsiik 1 percre steril vizbe (a maradék ferttlenitészer
eltavolitasara).

6. A miianyag oltokaccsal ezutan végezziink szélesztést (lasd 25. GYAKORLAT) TS
taptalajon (7. ébra).

7. A fertézott tdpagar lemezeket tartalmazd Petri-csészéket forditott helyzetben
(tetejiikkel lefelé) inkubaljuk 28 °C-os termosztatban 1 hétig.

8. A baktériumndvekedés mértékét a kontrollok viszonylatdban otfokozatli skalan
értékeljiik (-, £, +, ++, +++). Hasonlitsuk 0ssze a kiilonbozo fertdtlenitdszerek hatasossagat a
vizsgalt tesztszervezetekre.

TN TN Ty

= i i

(b) () (d)

7. abra Fertotlenit6szerek hatasossaganak ellenérzése
(a) Steril miianyag oltokacsot fertéziink a tesztmikroba szuszpenzidjaval. (b) A ,.fert6zott targyat” (oltdkacsot) a
fertétlenitdszer oldataba helyezziik valtozé iddtartamra. (c) A fertStlenitdszerrel megfeleld ideig kezelt ,.fertézott targyat”
(oltdkacsot) steril vizben mossuk. (d) Csikoltassal tapagarlemezt oltunk a ,fertézott targgyal” (oltokaccsal).
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3 MINTAVETELI ELJARASOK A MIKROBIOLOGIABAN

A rendszerint laboratériumban végzett mikrobioldgiai elemzéseket, vizsgalatokat,
tenyésztéseket megeldzden a vizsgélati objektumbol mintat kell venniink. A mintavételt a
vizsgalat céljanak megfelelden kivalasztott helyen, steril eszkdzokkel végezziik. A kiilonb6zo
kornyezetek (pl. torokvaladék, vér, talaj, szennyviz) mintdzésa esetén természetesen eltérd
modszereket és eszkozoket haszndlunk. A mintavételt a kutatdsi, vizsgalati cél ismeretében
mindig meghatarozott ismétlésben végezziik. A mintavétel mellett a mintak laboratéoriumba
torténd szallitdsi modja is meghatdrozd fontossdgu a tovabbi mikrobiologiai vizsgalatok
sikeressége szempontjabol.

3.1 Mintavétel diagnosztikai célra

A mikrobiologiai diagnosztikai vizsgalatok eredményességének, tehat a patogén
(korokozo) mikroorganizmusok minél eredményesebb kimutatdsanak alapvetd eléfeltétele a
szakszerli mintavétel, €s a vizsgalati anyagok laboratoriumba vald eljuttatasanak sebessége.
Mas és mas eljarasokat hasznalunk a kiilonb6z0 mintak (pl. szdvet, vizelet, széklet, vér)
esetén, azonban az értékelhetdség szempontjdbdl fontos, hogy a mintdban minél kevesebb
szennyez0, a korokozokat esetlegesen elfedé mikroorganizmus legyen. A vizsgalati mintakat
mindig a minta jellegének megfeleld tartalyba, szerelékbe (pl. ,,F-tartaly” székletmintadkhoz,
»Ly-tartaly” széklet, vér, vagy vizelet mintdhoz, , D-tartdly” vattatamponos mintidkhoz),
pontosan, egyértelmiien jelolve kell elhelyezni, és biztonsaggal laboratdriumba szallitani.

3.2 Kornyezeti elemek mintavételezése

Az atmoszféra a mikroorganizmusoknak nem élettere, azonban a levegdn keresztiil
terjednek, szorodnak a bioszféraban. Az emberi hamfeliiletekre, a levegével érintkezd
nyalkahdrtydkra tehat folyamatosan mikroba-tomegek zéporoznak, és ott megtelepedve
sokféle betegséget okozhatnak. A levegdben levé mikroorganizmusok vizsgalata azonban
nemcsak kozegészségiigyi, hanem gazdasiagi szempontbdl is fontos. A nyersanyagok,
termékek ¢és termelési folyamatok szennyezddésének potencidlis veszélyforrasai az lizemi
légtérben taldlhatd mikroorganizmusok. A mikrobiologiailag szennyezett anyagok
hasznalatanak a kovetkezményei igen stlyosak lehetnek, a levegd mindségének ellendrzése
tehat kritikus eleme a gyodgyszeripari, kozmetikai, valamint élelmiszer-ipari termékek
biztonsagos eldallitdsanak.

A levegd mikrobiologiai ellendrzésének tobbféle modszere terjedt el. Legegyszeriibb
a “Koch-féle” szedimenticiés moédszer, amely a jol llepedd partikulumok mikroba
terhelésének kimutatisara szolgal (lasd 6. GYAKORLAT). Sziiréssel (megfeleld lyukméretii
szlir6t valasztva) nemcsak mikrobakat (pl. gomba, virus), de pl. sejttormelékeket is
kimutathatunk. Elterjedt még az uUn. részecskebefogok haszndlata, amelyekben sziik
csatornakban légaramlast hoznak létre és a levegd Utjat megfeleld Gton megtorve érik el a
"tehetetlen" aeroszol részecskék kitilepedését, iitkdztetését.

6. GYAKORLAT
Laboratoriumi levegé mikrobiologiai vizsgalata szedimentaciés modszerrel

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
laboratoriumi levegd

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
huspepton tapagar lemez
keményitd-kazein tapagar lemez
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termosztat
A vizsgélat menete

1. A laboratorium eltérd helyeire helyezziik ki a megfeleld taptalajt tartalmazo Petri-
csészéket, és fedetlentil exponaljuk 5, 10, 15 percig.

2. Az expozicids idd elteltével zarjuk le a Petri-csészéket, és feliratozzuk.

3. A fertdzott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé) helyezziik
28 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.

4. A tapagar lemezek feliiletén kifejlodott telepeket szamoljuk meg, és hasonlitsuk
Ossze a kiilonbozé helyekrdl szarmazd és eltérd expozicidés iddvel végzett vizsgalatok
eredményeit. Végezziink telepmorfologiai megfigyeléseket (lasd 53. GYAKORLAT).

5. Hasonlitsuk dssze az eltérd levegd-mintavételezési eljarasokkal nyert adatainkat.

Ipari (pl. gydgyszeripar, ¢lelmiszeripar) hasznalatra altalaban iitkoztetéses,
volumetrikus levegé-mintavevé eszkozoket alkalmaznak (lasd 7. GYAKORLAT ¢és
8. GYAKORLAT). Elterjedt tipusok: Mas-100, AES Sample Air-MK2, RCS Plus (8. édbra). A
MAS-100 ¢és az AES Sample Air-MK2 egyenes aramu {itkoztetéses eszkozok egy perforalt
lapon keresztiil szivjak at a leveg6t. A részecskéket tartalmazo 1égaramlatot szabvanyos Petri-
csésze agaros feliiletére iranyitjak. A rendszer méri a beszivott levegd térfogatat és gy
szabalyozz, hogy az atszivott levegd allandoan 100 liter/perc sebességgel aramoljon. Az AES
Sample Air-MK2 mintavevd vezérldegysége 2 mintavevd modult is képes vezérelni.

7. GYAKORLAT
Laboratériumi levegé mikrobiologiai vizsgalata MAS -100 késziilékkel

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
laboratoriumi levegd

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
huspepton tapagar lemez
keményité-kazein tdpagar lemez
MAS -100 késziilék
termosztat

A vizsgalat menete

1. A megfeleld tapagar lemezt behelyezziik a késziilékbe. A laboratorium kiilonbozo
helyeirdl vegylink 2501 levegOmintat a késziilék alkalmazéasaval, mindig friss tapkozeg
behelyezésével.

2. Az exponalt Petri-csészéket zarjuk be, és feliratozzuk.

3. A fertdzott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé) helyezziik
28 °C-os termosztatba, ¢s inkubaljuk 1 hétig.

4. A tapagar lemezek feliiletén kifejlodott telepeket szamoljuk meg, és hasonlitsuk
Ossze a kiilonb6zo helyekrdl szarmazo vizsgalatok eredményeit. Végezziink telepmorfologiai
megfigyeléseket (lasd 53. GYAKORLAT).

5. Hasonlitsuk 0ssze az eltérd levegd-mintavételezési eljarasokkal nyert adatainkat.

8. GYAKORLAT
Laboratoriumi levegé mikrobiologiai vizsgalata AES Sample Air-MK2 késziilékkel

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
laboratoriumi levegd

A vizsgalathoz sziikséges anyagok ¢és eszkdzok
huspepton tapagar lemez
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keményitd-kazein tapagar lemez
AES Sample Air-MK2 késziilék
termosztat

A vizsgélat menete

1. A megfeleld tapagar lemezt behelyezziik a késziilékbe. A laboratorium kiillénbdzo
helyeirdl vegylink 250 | levegdmintat a késziilék alkalmazéasaval.

2. Az exponalt Petri-csészéket zarjuk be, és feliratozzuk.

3. A fertdzott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé) helyezziik
28 °C-os termosztatba, €és inkubaljuk 1 hétig.

4. A tapagar lemezek feliiletén kifejlodott telepeket szamoljuk meg, és hasonlitsuk
0ssze a kiilonb6zo helyekrdl szarmazoé vizsgalatok eredményeit. Végezziink telepmorfoldgiai
megfigyeléseket (lasd 53. GYAKORLAT).

5. Hasonlitsuk 0ssze az eltérd levegd-mintavételezési eljarasokkal nyert adatainkat.

Az RCS Plus centrifugdlis iitkdztetést alkalmazo késziilék (8. dbra) a létrehozott —
részecskéket €s mikroorganizmusokat tartalmazdé — centrifugalis 1égaramlatot specialis
tapagar-csikok feliiletére iranyitja (lasd 9. GYAKORLAT). A mintavevd percenként 50 I
levego6t sziv be.

l

8. abra Centrifugalas iitkoztetést alkalmazé automatikus levegdé mintavevé késziilék

RCS Plus levegd mintavevé (1), autoklavozhaté forgorész a tapkozeggel (2), anemomeéter berendezés (3) az atszivott levegd
térfogatanak ellendrzéséhez.

9. GYAKORLAT
Laboratoriumi levegé mikrobiologiai vizsgalata RCS Plus késziilékkel

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
laboratériumi levegd
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
eltérd taptalajokat tartalmazé tapagar-csikok
RCS Plus késziilék
termosztat
A vizsgélat menete
1. A megfeleld tapagar-csikot helyezziik a késziilékbe. Kiilonb6zd helyekrdl vegyiink
250 1 levegémintat a késziilék alkalmazasaval.
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2. Az exponalt tapagar-csikokat zarjuk le, és feliratozzuk.

3. A fertdzott tapagar-csikokat helyezziik 28 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.

4. A tapagar-csikokon kifejlodott telepeket szamoljuk meg, €s hasonlitsuk Gssze a
kiilonbozé helyekrdl szarmazd vizsgalatok eredményeit. Végezziink telepmorfologiai
megfigyeléseket (lasd 53. GYAKORLAT).

5. Hasonlitsuk 0ssze az eltérd levegd-mintavételezési eljarasokkal nyert adatainkat.

A talajmintavételt a taj, a novényzet stb. szemrevételezése alapjan kivalasztott,
okologiai  szempontbdl jellemzonek tekintett helyen feltart talajszelvényben a
talajhorizontoknak megfelelden, aerob vagy anaerob mintavételnek megfeleld technikéaval,
steril eszkozokkel végezziik (1asd 10. GYAKORLAT).

10. GYAKORLAT
Talaj mintavétel mikrobiologiai vizsgalatokhoz

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
talaj
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
aso
steril spatula
steril mintavev-kanal
fecskendd
150 ml-es steril, széles szaju, vattadugoval zart Erlenmeyer-lombik
50 cm’-es egyszer hasznalatos fecskendé
steril szike
anaerob edény
hiitétaska
A vizsgélat menete

1. A megfeleld talajhorizontok kdzéprégidiban asoval készitsiink friss feliiletet, majd
steril spatula segitségével alakitsunk ki érintetlen felszint a talajrogok, morzsak
lepattogtatasaval.

2. Aerob mintavétel esetén csiramentes spatula, vagy kanal segitségével 150 ml-es,
feliratozott Erlenmeyer lombikba tegyiink kb. (~50 cm?®) mintat (a l4thaté talajallatokat és a
gyokértomeget lehetdség szerint kertiljiik ki).

3. Anaerob mintavétel soran vagjuk le a fecskendd tlicsatlakozos végét steril szikével,
majd huzzuk ki a dugattytt. Az igy nyert hengert nyomjuk bele a talajszelvény feliiletébe. A
kiszurt talajhengert, miutan egyértelmi felirattal ellattuk azonnal helyezziik anaerob edénybe
(lasd 47. GYAKORLAT)

4. A mintakat lehetdség szerint azonnal, lehiitve (5-10 °C), a legrévidebb i1d6 alatt
szallitsuk laboratoriumba.

Jellemzé vizminta nyerése az egyik legnehezebben kivitelezhetd kornyezeti
mintavételi feladat (lasd 11. GYAKORLAT). Aramlo folyovizben kiszamithatatlan a
keveredés, allovizekben pedig a vizmélységgel valtozd rétegzettség neheziti a mintavételt.
Aramlé vizben, keresztszelvényben a sodorvonalbél és csendes folyasu partkozeli részrél is,
mig alloviz esetében vizkozEéprdl és part melldl egyarant vegyiink mintat. Legegyszeriibben
felszini vizminta nyerhetd, amelyet a felszin alatt 10 cm-rel bemeritéssel vesziink. Mélységi
mintavételezés soran specialis mintavevOt alkalmazhatunk (9. dbra). Fitoplankton minta
gyljtéséhez gondosan kimosott miianyag edény is megfelel. Vezetékes viz esetén a mintavétel
elott a vizet jol ki kell folyatni (2-5 perc). A vizmindség mikrobiologiai elemzéssel torténd
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meghatarozasahoz sziikséges mintavétel koriilményeit az MSZ EN ISO 19458:2007 szabvany
rogziti.
11. GYAKORLAT

Vizmintavétel mikrobiologiai vizsgalatokhoz

A vizsgélat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
felszini viz
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
mintavevo bot
250 ml-es steril szlik nyaku, vattadugoval zart Erlenmeyer-lombik
250 ml-es Meyer-palack (mlianyag zsindrra erdsitve)
250 ml-es steril széles sz4ju Erlenmeyer lombik
htitétaska
A vizsgélat menete

1. Partkozeli mintavételnél az Erlenmeyer lombikot lassuk el a minta tipusara és a
mintavétel idejére utald jelzéssel, majd helyezziik a mintavevd botba. Vegyiik ki a dugot, és
nyomjuk a lombik szajat lefele tartva a viz ala kb.10 cm-re, majd forditsuk meg. Miutan a
lombik félig megtelt vizzel vegyiik ki, és zarjuk le.

2. Parttol tavolabbi mintavétel esetén vegyiik ki a dugdét a miianyag zsinegre erdsitett
Meyer-palackbdl, majd a partrol dobjuk be kb. 20-30 m-re. Ha a palack megtelt vizzel,
htizzuk ki és a vizmintat Ontsiik at steril 250 ml-es Erlenmeyer lombikba. Lassuk el a
lombikot a minta tipuséra és a mintavétel idejére utald jelzéssel.

3. A mintdkat lehetdség szerint azonnal lehtlitve (5-10 °C), a legrévidebb id6 alatt
széllitsuk laboratériumba.

(@) e

9. abra Kornyezeti mintavevé eszkozok

Ekman-Birge {iledék mintavevo zart (a) és felajzott (b) allapotban. Hargrave-féle finomszemcsés iiledék mintavevé (c).
Meélységi vizmintavevd szétszerelt (d) és bevetésre kész (e) allapotban (kotélzet nélkiil).
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Targyakrol, feliiletekrol steril nedves vattatamponos torléssel, vagy specialis
lenyomati mintavevokkel (Contact Slide lemezek, Dip-Slide lemezek) (10. abra) tudunk
egyszerlien mintat venni (lasd 12. GYAKORLAT). A mintavétel soran mindig figyelembe
kell venniink a vizsgalando targy alakjat, méretét és hasznalatanak rendeltetését (11. abra).

(b)

10. abra Feliiletek szennyezettségének ellendrzése (Fot6: Romsics Cs.)

Steril ,,contact slide” lemez mintavétel eldtt (a). Ajtokilincs feliileti mintavételezése nyoman kifejlodott tenyészet (b).

(a) (b)
11. Abra Mintavétel feliiletekrél mikrobioldgiai vizsgalatokhoz (Foto: Romsics Cs.)

Laboratoriumi munkaasztal feliiletérdl vett mintabol szélesztett tenyészet (a).
Cipétalp feliiletérdl vett mintabol szélesztett tenyészet (b).

12. GYAKORLAT
Mintavétel feliiletekrél mikrobiologiai vizsgalatokhoz

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
vizsgaland¢ feliiletek, targyak

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
steril nedves vattatampon
huspepton tapagar lemez
keményité-kazein tdpagar lemez
Contact Slide lemezek (10. 4bra)
Dip-Slide lemezek
termosztat
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A vizsgalat menete

1. Nagyobb targyak, feliiletek mintazasanal a targyak és eszkozok feliiletének kb.
1 dm?-ét gondosan toroljiik le a steril nedves vattatamponnal.

2. Az inokuldlt tamponnal szélessziink megfeleld tapagar lemez feliiletére (lasd
25. GYAKORLAT). Lassuk el a Petri-csészéket a minta tipusara €s a mintavétel idejére utalo
jelzéssel.

3. A fertdzott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé) helyezziik
28°C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.

4. Az inkubaciés id6 elteltével szamoljuk meg a kifejlodott telepeket, végezziink
telepmorfologiai megfigyeléseket (lasd 53. GYAKORLAT).

5 Hasonlitsuk Ossze és értékeljiik az eltéré feliiletek mikrobioldgiai vizsgalatanak
eredményeit.

6. Contact Slide lemezek hasznélata esetén a mintavétel elott ellendrizziik a lejarati
1d6t, valamint a lemez allapotat (ép-e a csomagolas, nincs-e beszaradva vagy befertézodve
stb.). A lemezzaro foliat egyik sarkanal tépjiikk fel kb. 2 cm hosszan, majd a nyildson
keresztiil htizzuk ki a lemezt.

7. A taptalajt tartalmazo6 flexibilis lapocskat az agar felszinével lefelé tartva nyomjuk ra
a vizsgaland¢ feliiletre 5 méasodpercig. Mintavétel utan a taptalaj lapocskat helyezziik vissza
a védofoliaba (az agar felszine lefelé legyen) €s a mellékelt zaroelemmel zarjuk le. Lassuk el
a minta tipusara €s a mintavétel idejére utalo jelzéssel.

8. A fert6zott lemezeket helyezziik 28 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.

9. Az inkubaciés id6 elteltével szamoljuk meg a kifejlodott telepeket, végezziink
telepmorfologiai megfigyeléseket (lasd 53. GYAKORLAT).

10. Hasonlitsuk 0ssze és értékeljiik az eltérd feliiletek mikrobiologiai vizsgalatanak
eredményeit.

Szamos esetben — pl. tiszta terekben, betegellatdé intézmények egyes helyiségeiben,
¢élelmiszer eldallitd lizemekben — csiraszegény ¢és lehetdleg patogén mikroorganizmusoktol
mentes kornyezetet kell biztositani. Ehhez szorosan hozzatartozik az ott dolgozé személyzet
higiénés ellendrzése is. Ilyenkor leggyakrabban hamfeliiletekrdl, kézfejrol, kézujjakrol
vesznek mintat tamponos (1asd 13. GYAKORLAT) vagy lenyomat (lasd 14. GYAKORLAT)
mintavétellel. Egyszerli modszerrel ellendrizhetjiik a szappanos vagy fertdtlenitdszeres
kézmosas hatasossagat is (12. abra).

12. abra Személyi tisztasag ellenérzése kontakt mintaval (Foto: Vajna B.)

Ujjlenyomat mintabol kifejlodott tenyészet hiispepton agarlemezen.
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13. GYAKORLAT
Mintavétel személyi tisztasag ellendrzésére 1.

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
kéz hamfeliilete

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
steril nedves vattatampon
huspepton tapagar lemez
keményité-kazein tdpagar lemez
termosztat

A vizsgalat menete

1. A steril nedves vattatamponnal alaposan tordljik le mindkét kéz ujjfelszineit,
ujjbegyeit, a koromagyakat €s a tenyérrészt.

2. Az inokuldlt tamponnal szélesszliink megfelelé tapagar lemez feliiletére (lasd
25. GYAKORLAT).

3. A feliratozott fert6zott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 28 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.

4. A tapagar lemezek feliiletén kifejlodott telepeket szamoljuk meg, €s hasonlitsuk
Ossze a kiilonbozo helyekrdl szarmazo vizsgalatok eredményeit. Végezziink telepmorfologiai
megfigyeléseket (lasd 53. GYAKORLAT).

14. GYAKORLAT
Mintavétel személyi tisztasag ellenorzésére I1.

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

szappanos vagy fertdtlenitdszeres kézmosas hatasossaga
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

szappan

fertotlenitoszer

huspepton tapagar lemez

keményité-kazein tdpagar lemez

termosztat
A vizsgalat menete

1. A Petri-csésze aljan elhelyezett jeloléssel osszuk harom részre a felhasznalando
tapagar lemezt és szamozzuk meg (1-3).

2. Kézmosas elott valamelyik ujjunkkal érintsiik meg az 1-gyel jelolt részen a taptalaj
felszinét.

3. Szappanos kézmosas utan érintsilk meg ugyanazon ujjunkkal a taptalaj felszinének
2-vel jelolt részét.

4. Fertbtlenitoszeres kézmosas utan az el6zéleg mar vizsgalt ujjunkkal érintsilk meg a
taptalaj 3-mal jelzett részét.

5. A fertdzott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé) helyezziik
28 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.

6. A tapagar lemezek feliiletén kifejlodott telepeket szamoljuk meg, €s hasonlitsuk
Ossze a kiilonbozd helyekrdl szarmazo vizsgalatok eredményeit. Végezziink telepmorfologiai
megfigyeléseket (lasd 53. GYAKORLAT). Elemezziik a kézmosas hatékonysagat (12. abra).
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4 BEVEZETES A MIKROSZKOPOK HASZNALATABA

4.1 Fénymikroszkopia

A mikroszkop a mikroorganizmusok pm-es nagysagrendjébdl kovetkezden a
mikrobiologiai gyakorlatok egyik legfontosabb eszkdze. A fénymikroszkép részei:
szemlencse (okulér), tubus, targylencsék (objektivek, forgathaté revolverszerkezetben),
targyasztal, kondenzor, fényforrds, allvanyzat (stativ) és bedllitdé csavarok (makro- és
mikrocsavar) (lasd 13.1 fejezet). Milkodésének lényege, hogy a vizsgaland6 targyat az
objektiv egyszeres és kétszeres fokusza kozott helyezziik el, igy a targyrol érkezd és az
objektiven athalad6é fénysugarak az objektiv masik oldalan, a kétszeres fokusztavolsagon
kiviil, a targy nagyitott, forditott allasu, valodi képét hozzak 1étre. Az okular olyan tavolsagra
van az objektivtdl, hogy az objektiv altal alkotott kép az okular fokuszan beliil keletkezik, igy
a szemlencsébe nézve ennek a valdsagos, nagyitott forditott allasti képnek a még tovabb
nagyitott, egyenes allasu, de latszolagos képét latjuk. A mikroszkop 0ssznagyitasa az objektiv
sajat nagyitasanak és az okular sajat nagyitasanak a szorzata.

Az objektiv tobb lencsébdl allo lencserendszer: elsd tagja a frontlencse, a targy felé
nézd lencse, ettdl fiigg a nagyitas €s a feloldoképesség, a tobbi lencse feladata a lencsehibak
kikiiszobolése. Az objektiv altal alkotott kép sajatsagai a targylencserendszer optikai
tulajdonsagaitol fiiggnek. Az objektiv rajzoloképessége az a tulajdonsag, hogy a targy képét
mennyire élesen rajzolja meg. A kép tokéletlenségét, igy ¢letlenségét is a lencsehibak
(aberraciok) okozzak. A szférikus aberracid (gombi eltérés) abbol ered, hogy az optikai
tengelytdl tdvolodva a lencse egyre erdsebben tori a rajta athaladoé fénysugarakat, igy egy
pontszerl targynak a képe a sz€lén elmosodo lesz. A kromatikus aberracio6 (szini eltérés) oka
abban rejlik, hogy a kiilonb6zd hullamhosszi fénysugarak gyujtopontja az optikai tengelyen
nem esik egybe, a kisebb hullamhosszu sugarak kozelebb, a nagyobb hullamhosszuak pedig
tavolabb egyesiilnek. Fehér fény alkalmazdsakor ily moédon nem kapunk éles képet és a kép
szines (szivarvany) szegéllyel rendelkezik. Korrekciojara a dombort lencséhez 6lomtartalmu,
nagyobb diszperzidju flintlivegbdl késziilt homort lencsét ragasztanak (akromat lencse: két
szin korrekcidja, apokromat lencse: harom szin korrekcioja).

Az objektiv feloldoképessége a targylencsének az a tulajdonsaga, hogy a targyrol
mennyire részletes képet rajzol. A feloldoképesség szamszerli meértékét azzal a legkisebb
tavolsaggal jellemezhetjiik, amely tavolsagban fekvd két pontot egymdstdol még éppen
megkiilonboztet az objektiv. Az optikai tengellyel parhuzamos megvilagitds esetében a
feloldoképesség (d) fligg: a targy megvilagitasara hasznalt fény hullamhosszatol (L), az
objektiv fél nyilasszogétdl (a) és a feddlemez és a frontlencse kozti anyag torésmutatojatol
(n):

d=1,22)/(2n-sina).

A feloldoképesség annal nagyobb, minél kisebb a d értéke. Ez az alkalmazott fény
hulldmhosszanak csokkentésével, az objektiv nyilasszogének ndvelésével, vagy a fedélemez
¢s a frontlencse kozOtti anyag torésmutatojanak novelésével érhetd el. Valdjdban
fénymikroszkop hasznélata esetén csak ez utdbbi valtoztatasara van lehetdségiink. Erre a célra
a cédrusolaj (immerzios olaj) a legalkalmasabb, mivel fénytorése csaknem azonos az
tivegével, igy a fény gyakorlatilag homogén kozegben halad. A fenti képlet nevezdjében
szerepld n-sinco, a numerikus apertira (NA), értéke 0,20 és 1,4 kozott valtozhat (az objektiven
mindig fel van tiintetve).

NA=n"sina

A vizsgalando targyrol az okular rajzol kozvetlen képet. A mikroszkopban megfigyelt
kép szerkezeti finomsaga, a redlis kép részletgazdagsagatol fiigg, amit viszont az objektiv
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feloldoképessége hataroz meg. Ez a kép azonban szabad szemmel nem lathato, az okular
nagyitasa teszi lathatova.

4.1.1 Kiilonféle megvilagitasi rendszerek

A megfigyelés targyara vonatkoz6 informaciok novelése érdekében kiilonféle észlelési
modszereket €s elrendezéseket fejlesztettek ki. Ezekre leginkabb akkor van sziikség, ha az
altalanosan hasznalt, centralis vilagos latdteri atesd fényes megvildgitds mellett a
mikroszkopos kép nem eléggé kontrasztos, vagyis ezek a modszerek legtobbszor kiilonféle
kontrasztnoveld eljarasok.

Centralis vildgos latoteri megvilagitds esetén a direkt fény az optikai tengellyel
parhuzamosan 1ép be a mikroszkop objektivébe. Ez az elrendezés leginkabb a vizsgalt minta
atlatszosagi tulajdonsagait adja vissza. A gyakorlat nyelvére leforditva kontrasztos, jol és
kevésbé atlatszo részleteket tartalmazd mikroszkopi targyakrol ad jo mindségii képet
(13. abra). A mikrobak megfigyelése centralis vilagos latoteri atesé fényi elrendezésben
talan kissé nehézkes, mivel ezek a sejtek altalaban kevésbé kontrasztosak. Elénye viszont a
festésekkel ellentétben, hogy ebben az esetben természetes alakjukba, szerkezetiikbe és
¢életfolyamataikba nem avatkozunk be (lasd 15. GYAKORLAT).

15. GYAKORLAT
Természetes vizek mikrobakozosségének mikroszkopos vizsgalata ateso fényben

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
természetes vizek baktérium és egysejtii kozossége
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
kornyezeti vizminta (pl. t, patak, akvarium)
targyelemez
fedélemez
Bunsen-¢go
szemcseppentod
alkohol (zsirtalanitashoz)
fénymikroszkop
A vizsgélat menete
1. Zsirtalanitsuk a targylemezt alkohollal torténd leégetéssel (lasd 54. GYAKORLAT)
2. Feliratozzuk a targylemezt.
3. Cseppentsiink a mintdbol egy cseppet a targylemezre.
4. Fedjiik le a mintacseppet eldzetesen zsirtalanitott fedélemezzel.
5. Helyezziik a mikroszkop ald a mintat, ¢és keressiik meg a fokuszsikot. El6szor 16 x-
os vagy 40 x-es nagyitasi objektivet hasznaljunk.
6. Figyeljilk meg a mikrobdk alakjat és mozgasat, a protistak és eukariota algak
esetében probaljuk azonositani a kiilonboz6 sejtszervecskéket (pl. kloroplasztisz, liiktetd
trocske). Megtigyeléseinkrol készitsiink rajzot.

Sotét latoteri megvilagitasnal a direkt, ,,el nem hajlitott” sugarakat kizarjadk a
megvilagitasbol, igy a képalkotasban csak a vizsgalt minta részletein ,,elhajlitott” fénysugarak
vesznek részt. Epp ezért altaliban jo erés fényforrasra van sziikség. Kontraszt nélkiili és
egyéb modszerekkel észrevehetetleniil kicsi mikroszkopi targyak megfigyelésére alkalmas. A
sOtét latoteri megvilagitas tobbféleképpen megvaldsithatd: (i) megfeleld kondenzor esetén
annak apertura-rekeszét decentralva elérhetd, hogy a direkt fény elkertilje az objektiv nyilasat,
(i1) gylirti alaka fényforras hasznalataval (pl. a kondenzor sziirdtartojaba helyezett kor alak
atlatszatlan targgyal). Vékony, fondlszerli vagy a mikroszkop feloldoképességénél kisebb
targyak ennél a megvilagitasnal teljes egésziikben vilagitanak.
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(a) (b)

13. abra Természetes viz mikrobiotaja (Fot6: Makk J.)

Ates fényi, vilagos latoterii felvétel. Palca alaku (a) és fonalas (b) baktériumok egy halastobol vett vizmintéban.

A forditott mikroszkopok olyan specialis elrendezésli eszkozok, amelyeknél a
fényforras és kondenzor helyezkedik el feliil és az obejtivek targyasztal alatt talalhatok. A
fénysugarak menetében az elézdekben ismertetettekhez képest semmilyen elvi eltérés
nincsen. Atesd és riesé fényben végzett vizsgalatokhoz is késziilnek ilyen berendezések,
vagyis atlatszo és atlatszatlan targyak megfigyelését is végezhetjik a megfeleld forditott
mikroszkopos elrendezéssel. Atvilagitas esetében a tubus a képalkoté elemekkel a targyasztal
alatt, mig a megvilagit6 rendszer a folott helyezkedik el. Az ilyen, ates6 fényes elrendezést jol
lehet hasznalni, ha a vizsgalati minta rétegvastagsaga nagy (pl. f6z6poharban vagy Petri-
csészében talalhatd). A rdesé fényben mitkodd forditott mikroszkopok pedig olyan esetekben
hasznalhatok jol, amikor nagyméretli minta feliileti struktarajat vizsgaljuk, hiszen itt a
targyasztal felett sincs semmilyen optikai és mechanikai mikroszkép alkotoelem, ami
korlatozna a minta geometriai méretét.

Egyéb, itt nem részletezett specialis mikroszkopos észlelési rendszerek a teljesség
igénye nélkiil: faziskontraszt mikroszkopia, interferencia mikroszkdpia, polarizacios
mikroszkopia. A képalkotasban részt vevo fény tipusa szerint is 1éteznek specialis technikak:
infravoros mikroszkopia, ultraibolya mikroszkopia, fluoreszcens mikroszkopia.

4.1.2  Fluoreszcens mikroszkopos technikak

Bizonyos anyagokat, ha nagyenergiaju, kis hulldmhosszi fénnyel vilagitunk meg
(gerjesztd fény), akkor azok mads, kisebb frekvencidju (nagyobb hulldmhosszu, kisebb
energidji) fényt bocsatanak ki. Ezt a jelenséget fluoreszcencianak nevezziik. Szdmos anyag
rendelkezik ilyen tulajdonsaggal, asvanyok és szerves molekuldk egyarant, az €16 sejtek (pl.
sejtalkotok, makromolekuldk) pedig kiilonbozo fluoreszcens festékekkel is megfesthetdk. (Ha
a mintanak el6zetes festés nélkiil is van fluoreszcens tulajdonsaga, azt autofluoreszcencianak
nevezziik.) Mivel a kibocsatott fény hullamhossza (szine) eltér a gerjeszté fényétdl, a
fluoreszcens mikroszkoppal alkotott képen altalaban csak a vizsgalni kivant (megfestett) rész
lathatd. A modszer igen elterjedt a modern bioldgiai tudoméanyokban, mivel nagyon érzékeny
¢s segitségével kis molekuldk is kimutathatok.

A fluoreszcens mikroszkopok a kozonséges mikroszkopoktol fényforrasukban és
fénysziirdit tekintve kiilonboznek, optikai felépitésiik viszont nagyon hasonld (14. abra). A
felhasznalt abszorpcids sziirdk a fény spektrumabdl csak egy meghatarozott, szélesebb vagy
keskenyebb savot engednek at. Mivel a kiilonb6z6 struktardk (kiilonbozo szinli festékekkel
festve vagy autofluoreszcencia alapon) idedlis esetben kiillonb6z6 hulldmhossza fénnyel
gerjeszthetOk ¢és szintén eltéré hullamhossza fényt bocsatanak ki, ezeket egy mintan
parhuzamosan is lehet vizsgdlni, megfeleld hullimhosszi gerjesztd fényt és fényszlir6t
alkalmazva.
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detektor/szem

zaroszrd

gerjesztd szlrd

gerjesztd fény \
—_—t p atengedett fény

fényforras dikroikus tikoér
tikrozott feny ——=)

objektiv és kondenzor

<— emittalt fény

minta

14. abra Az epifluoreszcens mikroszkop miikodési elve

A transzmisszids (ates§ fényes) fluoreszcens elrendezésnél a minta részecskéi a
gerjesztd sugaraknak csak egy részét abszorbedljdk, jelentds résziik az objektiven keresztiil a
detektorba, ill. a szembe keriil. Ennek kikiiszobolése érdekében Gn. zardsziroket alkalmaznak,
amelyek a gerjesztd sugarakat a lehetd legnagyobb mértékben, mig a kibocsatott fluoreszcens
sugarzast minimalisan abszorbealjak.

Epifluoreszcens (raes6 fényes) elredezésnél az alkalmazott fény az objektiv lencséken
keresztiil jut a targyra, ehhez specialis objektiv, és a kiilonb6z6 hulldmhosszu fényt atengedo,
ill. visszaverd, un. dikroikus tiikorre/szlirére van sziikség. Ez az elrendezés optikai
szempontbol sokkal szerencsésebb (pl. konnyebb valtani a fluoreszcens €s normal, atesd
fényes megvilagitas kozott), emiatt ez a rendszer a transzmissziods elrendezéshez képest joval
elterjedtebb.

A konfokalis mikroszkop alapelve hasonld az epifluoreszcens mikroszkopéhoz, itt
viszont két nyilast (aperttra) helyeznek el a fokuszon kiviil es6 sugarak kizarasa érdekében. A
két nyilas fokusza azonos (innen a konfokalis név), emiatt kizardlag egy meghatarozott
pontbdl érkezd fény érzekelhetd. A mikroszkoppal a kép megalkotasdhoz végig kell
pasztaznunk a vizsgdlati mintankat, ez viszont a korabban emlitett elrendezésekhez képest
jobb felbontassal €s érz¢kenységgel jar. A mai elrendezéseknél legnagyobbrészt 1ézersugarral
végzik a minta pontszerli megvilagitasat és altaldban nem valodi képet latunk, hanem a
képalkotds szamitogép segitségével torténik. Tovabbi nagy eldnye a konfokalis
mikroszkdpoknak, hogy (amennyiben a minta tipusa engedi) a pasztdzas a minta mélységében
1s megvaldsithato, igy végeredményképp haromdimenziods szerkezet rekonstrualhato.

4.2 Elektronmikroszkopia

Amikor az elektronokrol kideriilt, hogy nem csak korpuszkularis természetii anyagi
részecskék, de elektromagneses hullamok is, felmeriilt azok mikroszkopidban vald
hasznositasa. Egy elektronforrasként szolgald 1zz6 katodbol (pl. volfrdm szalbol) kilépd
elektronok — a katdd és a vele szemben elhelyezett anod kozott — nagy stabilitassal beallitott
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viszonylag nagy (10-100 kV) fesziiltség kiilonbséggel erdsen légritkitott térben, vakuumban
felgyorsithatok. Az anddon 1évdé nyilason atrepiild elektronok alkotta elektronsugarzas
monokromatikus, hullamhossza az alkalmazott gyorsito fesziiltség fliggvénye, és mivel toltott
részecskék képezik, elektromagneses lencsékkel fokuszalhatdo. A De Broglie-képlet alapjan
minél nagyobb a gyorsitdé fesziiltség, annal rovidebb hulldmhossz érheté el. A révidebb
hullaimhossz az Abbe-egyenlet alapjan nagyobb felbontoképességet tesz lehetdvé. Pl.
60 000 V gyorsitd fesziiltséggel 0,005 nm hulldamhossza elektronsugarak allithatok elo, ez a
hulldmhossz 6t nagysagrenddel kisebb, mint a fény hulldmhossza, azaz az elérhetd felbontés
nagysagrendekkel (kb. 1000-szeresére) novelhetd. Az elektronmikroszkop segitségével akar a
targy 0,1 nm nagysagl részleteit is megfigyelhetjiik, igy pl. a sejtek ultrastruktirai, vagy a
virusok, s6t egyes makromolekuldk (pl. DNS) is lathatova valnak. A nagyobb
felbontoképesség elérésének azonban nagy ,ara” van, technikai jellegiiknél fogva az
elektronmikroszkopok sokkal bonyolultabb berendezések, mint a fénymikroszkopok,
eléallitasuk és miikodtetésiik koltségesebb, sokszor az anyagok vizsgalatra vald el6készitése
hosszadalmas ¢€s technologiailag sokkal bonyolultabb. A bioldgiai mintaknal kiilondsen nagy
a mintaelOkészités soran az anyagokat érd torzitd hatasok jelentdsége és rendszerint csak
erdsen korlatozott méretli mintak vizsgalata lehetséges. A nehézségek és technologiai korlatok
ellenére az elektronmikroszkopos vizsgéalatok igen hasznosnak bizonyulnak a mikrobak
finom-szerkezetének tanulmanyozasahoz, hasznalatuk ma mar nélkiilozhetetlen.

Az elektronmikroszkopoknak tobb fajtija ismeretes: a legismertebb a transzmisszios
elektronmikroszkép (TEM), ami a targy megfigyelését elektronsugarral vald atvilagitasban
végzi, €és a pasztazd elektronmikroszkop (SEM), ami a pasztazo elektronsugarzas hatasara a
minta felszinérdl kilépd elektronok ¢és egyéb jelek segitségével allit eld képet a targy
feliiletérol.

42.1 TEM

A transzmisszios elektronmikroszkop felépitésében bizonyos mértékig hasonlit a
fénymikroszkophoz, azonban a fénysugarat nagy sebességii elektronsugar, az tiveglencséket
pedig magneses lencsék helyettesitik. Lényeges kiilonbség még, hogy az elektronok
terjedéséhez 1égiires térre van sziikség, az elektronmikroszkop belsejében nagy vakuumot kell
létesiteni (103-1077 Pa). Az elektronmikroszkdpok fontos tartozéka az Un. elektrondgytiban az
elektronokat szolgaltatd katod. Az elektronagyubdl az elektronok a katodbdl izzitas hatasara
(1zz6katddos forras) vagy pedig kihuzo elektromos tér hatasara (téremisszios forras) lépnek
ki. A katodbdl kilépd elektronsugarakat elektromédgneses lencsék fokuszaljak. Az
elektronsugar el6szor a kondenzorlencséken fokuszalodik a vizsgdlandd mintara, majd ezen
atjutva pedig az objektiv és a projektor lencséken haladnak keresztiil. Végiil az erdsen
felnagyitott kép fluoreszkalo ernydre vetddik, ahol az emberi szem szamara is lathatova valik
(15. abra). A kép élesre allitasat az elektromégneses lencséken atfolyd aram erdsségének a
valtoztatasaval lehet elérni.

A transzmisszios elektronmikroszkopban a kondenzorrendszer a targynak viszonylag
nagy teriiletét vilagitja meg. Amikor a gyorsitott elektronsugar a megfeleld vastagsagu
vizsgalandd preparatumba behatol, a ketté kozott bonyolult kdlesonhatasok lépnek fel. A
gyorsitott elektronsugarak csak rendkiviil vékony anyagokon (50-100 nm vastagi) tudnak
athatolni. A preparatumon az athaladd elektronsugar egy része iranyvaltoztatas nélkiil megy
at, mig masok a minta atomjaival iitkdzve visszaverddhetnek, iranyt valtoztathatnak, vagy
lelassulhatnak. Ha az elektron egy atomot eltaldl, az egyik Ilehetéség az, hogy
energiavesztes€g nélkiil, rugalmasan elpattanva megvaltoztatja irdnyat (rugalmas
elektronszorddas). Mennyiségiik a minta vastagsagaval, az anyagstirliségével ardnyosan no.
Minél nagyobb az alkotéelemek tomegszdma, anndl nagyobb a szorodds. Ha viszont az
elektronsugar egy elektronja a vékony minta egyik atomjanak héjan foglalt elektronjaval
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iitkozik, lefékezddhet, energiat veszitve, és bar iranyat esetleg nem valtoztatja meg jelentdsen,
hullamhossza megvaltozik (rugalmatlan elektronszorodas). Kellden vékony mintdk esetén a
rugalmatlanul szorddott elektronok atjutnak a mintdn. A képalkotasban elsdsorban az
eltéritett, rugalmasan szort elektronoknak van szerepiik. Ezeket egy igen kis nyilasu (15-
20 um) fémrekesz (apertira) kisziiri a leképz6 rendszerbdl, igy a nagyobb tomegstiriiségli
targypontoknak a fluoreszcens ernyén sotétebb képpontok felelnek meg. A hagyomdanyos
TEM lényegében csak ezt a jelenséget tudja hasznositani a vizsgalati targy leképzésében. A
rugalmatlanul  szort elektronok megvaltozott hulldmhosszuk (és igy kiilonbdzo
fokusztavolsdguk) miatt zavarhatjak a képalkotast (kromatikus hiba), ugyanakkor az {itk6zés
miatt vesztett energia kiilonféle sugarzasok forméjaban szabadul fel, amelyek jellemzok az
illeté atomra ¢és felhasznalhatok a mintan beliil annak azonositasara (elektronmikroszkdpos

elemanalizis).
FENY- TRANSZMISSZIOS

. ELEKTRON-
MIKROSZKOP MIKROSZKOP

fény/elektron-
forras
_— kondenzor—-—
lencsék
minta

__—objektiv—__
lencsék
okular/

__——projektiv—
lencsék
képsik

szem, kamera, stb. fluoreszkald
ernyd

15. 4bra Fénymikroszkop és transzmisszios elektronmikroszkop sugarmenetének
osszehasonlitasa

A TEM csak igen kisméretl, illetve nagyon vékony objektumok vizsgalatara alkalmas.
Tombanyagi mintak feliilete csak kozvetve, iddigényes lenyomat készitésével vizsgdlhato
(15. abra). Ahhoz, hogy egy bioldgiai mintdbdl elektronsugarral atvilagithaté vastagsagu
metszeteket lehessen késziteni bonyolult, soklépéses minta-elokészitési (mintapreparalas,
rogzités, viztelenités, gyantdba agyazas) és idoigényes mikrotechnikai modszereket (pl.
gyantdba agyazott mintakbol ultravékony metszetek készitése ultramikrotommal) kell
alkalmazni. De az ultravékony metszetek TEM elemzése fontos és nélkiilozhetetlen, hiszen
minta egyes sejtjeinek ultrastruktiraja csak ezaltal tarhato fel. A mikrobak egyedi sejtjeinek
vizsgélata (pl. baktériumok, kovaalga héjak) azonban lehetséges egyszerli minta-el0készités
alkalmazéasaval. A baktériumok alakjanak, csillozatanak legegyszeriibb transzmisszios
elektronmikroszkopos vizsgalata negativ festési eljarassal torténhet (16. dbra és 17. abra).
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16. abra Transzmisszios elektronmikroszkopos metszet (Fotd: Kovacs A.)

KingB agar taptalajon ndvesztett Wohlfahrtiimonas chitiniclastica S57 sejtek. Méretvonal: 2 um.

17. abra Egy palca alakua baktérium hossziranyu keresztmetszetének elektronmikroszépos képe
(Fotd: Kovacs A.)

A Pannonibacter phragmitetus C6/197 sejtjiének Gram negativ sejtfal szerkezete és mindkét sejtvégen sapka-szerii képletek
figyelhet6k meg. Méretvonal: 0,5 um.

Az eletronmikroszkopos vizsgalatok soran hasznalt targytartdé racsok az un.
mikrostélyok (angolul: grids), melyek altalaban 2,3-3,0 mm atmérdjii fémrostély korongok
(pl. nikkel, réz, arany). Hasznéalatuk célja a vizsgalando sejtek, szovet (anyag) tartdsa,
szilarditasa, valamint az elektronmikroszkopos vizsgalat soran keletkezd ho, tovabba az
elektromos toltések elvezetése. Rajtuk a nyilasok szdma rendszerint 50, 100, 200, 300, 400
vagy esetleg 50-n¢l kevesebb is lehet. A nyilasok altalaban négyzet alaktiak, de téglalap, kor
stb. formakat is hasznalnak. Minél nagyobb a racs nyitottsdga, anndl nagyobb az
elektronsugarral atvilagithato része, de egyuttal annal kisebb alatdmasztasi feliiletet biztosit a
mintanak. Ezért felsziniiket hasznalat el6tt a mintak tartasat fokozo, igen vékony (5-10 nm)
milanyag hordozohartyaval boritjuk be. Ismertesek szerves anyag alapt (kloroformban oldott
formvarbol vagy kollodiumbodl késziilt) €és kiilonbozd szervetlen anyagokbdl (C, Al-Au stb.)
eldallitott hordozohartydk. Leggyakoribb a gridek hartyazasa formvarral (lasd
16. GYAKORLAT). Esetenként kétféle anyag kombindcioja is lehetséges (pl. szénnel bevont
formvar film). A szenezés soran formvar-hartyas gridet vékony grafitréteggel vonjuk be. A
szenezés vakuum-porlasztoban torténik egyszerl grafit rudak segitségével.

16. GYAKORLAT
Gridek hartyazasa formvarral

A vizsgalat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
transzmisszios eletronmikroszkopos mintaeldkészités
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A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
0,3% (m/V) formvar kloroformban oldva
gridek
bonctii
tivegkad
targylemezek
f6z6pohar
parafilm
ollo
Petri-csésze
finom fémcsipesz

A vizsgalat menete

1. A targylemezt alaposan megtisztitjuk gy, hogy semmilyen szennyezddés ne
maradjon rajta.

2. A targylemezt martsuk bele 0,3%-os formvar oldatba, majd egyenletes, de gyors
mozdulattal htizzuk ki.

3. Miutan az oldat megszaradt, bonctli segitségével a targylemez mindkét oldalat
karcoljuk be a szélekkel parhuzamosan, azért, hogy a hartya jol levaljon réla. (A bekarcolast
a szélektdl 1-2 mm-re, illetve — azon a végén, ahol nem ért bele teljesen az oldatba - a hartya
hataratol 1-2 mm-re végezziik.)

4. Eressziik bele a targylemezt lassan €s egyenletesen egy desztillalt vizzel sziniiltig
megtoltott edénybe a vizfelszinre merdlegesen, és a végén engedjiik el. Ekkor a hartya
levalik a targylemezrol, és a viz felszinén marad, mig a targylemez lesiillyed az edény aljara.
Mivel az iiveg is, a viz is és a hartya is szintelen, célszeri egy lampaval oldalrél
megvilagitani a vizet, hogy lassuk a feliiletén csillogd hartyat.

5. Csipesz segitségével, egymastol megfeleld tavolsdgban (kb. 2 mm) helyezziik ra a
grideket a hartyara.

6. A gridekkel megrakott hartyat vékony papir, vagy parafilm csik segitségével vegyiik
fel. A parafilm csikot vizszintesen helyezziik r4 a grideket tartalmazo hartyara, és hirtelen
mozdulattal szedjiik fel a hartyat a viz felszinérdl.

7. A csikokat szaritsuk meg levegdn Petri-csészébe helyezve. A szarado6 hartyat a Petri-
csésze tetejével fedjiik le, hogy megovjuk a grideket az esetleges szennyezddéstol,
porosodastol.

8. Mieldtt a mintat felcseppentenénk, a gridet bonctiivel ovatosan vagjuk korbe
(pontosabban a grid koriil vagjuk korbe a hartyat, mivel el6fordulhat, hogy a hartya mégsem
valik el a papirtol), és csipesszel valasszuk le a sziir6papirrdl, vigydzva, hogy a griden 1évo
hartya ne sériiljon meg. Ezutan a grid készen all a minta felcseppentésére, vagy ratusztatasara.

Ismeretes, hogy a bioldgiai strukturdkat alkotd elemek legtobbje kis atomszamu (pl.
szén, hidrogén, oxigén, nitrogén), kevésbé szorjadk az elektronokat, a szerves molekulak
tobbsége alig ad arnyékot transzmisszids elektronmikroszkopos vizsgalatok soran. A csekély
elektronszorasbeli kiilonbségeit meg kell ndvelni a preparatumban, hogy az egyes
alkotorészek  jol  felismerhetdk, egymadstol elkiilonitheték legyenek. Ez az
elektronmikroszkopiaban nehézfémtartalmu vegyltiletekkel torténd festéssel érhetd el. Az
elektronmikroszkopos festés elvi alapja az, hogy a sejtek kiilonbozd részei kiilonbozd
mértékben kotik (adszorbedljak, sokotést képeznek vagy redukaljak) a nehézfémionokat, ami
elektronszorasbeli kiilonbségek formdjaban jelentkezik. Az elektronsugarzassal atvilagitott
mintakon a szcintillacios ernydre vetitett képén ezért az elektrondteresztd anyagot tartalmazo
struktardk helye fényleni fog (a rdla késziilt fényképen vildgos vagy fehér lesz), mig az
elektronszoro struktaraknak megfeleld helyeken nem lesz felvillanés, az ernyd s6tét marad (a
fényképen sotét vagy fekete lesz). Vagyis az elektronmikroszkopi képen a nehézfémek
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eloszlasa adja az egyes struktarak képe kozotti kontrasztot. Ezért az elektronmikroszkdpidban
hasznalatos “festékanyagokat” kontrasztozé anyagoknak, magit az eljarast pedig
kontrasztositdsnak nevezziik. A leggyakrabban haszndlt kontrasztozo anyagok az uranil-
acetat, 0lom-citrat, foszfor-volframsav és ozmium-tetraoxid.

Baktériumok morfolégiajanak (sejtalak, csillo) vizsgalatara az egyik legegyszeriibb
modszer a transzmissziés elektronmikroszkopos negativ festési eljaras (lasd
17. GYAKORLAT). Negativ festéskor a vizsgalandd, rendszerint eldzetesen fixalt mintat
elektronszord anyag (pl. uranil-acetat, foszfor-volframsav-oldat) egy cseppjével itatjuk at,
amely a makromolekuldkhoz kotddik. A sejtek kontrasztjanak fokozodéasa altal alakjuk,
csillézatuk jobban el6tiinik.

17. GYAKORLAT

erer

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs 24 dras tenyészet taplevesben
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
foszfor-volframsav 1% (m/V) vizes oldata (pH 7,0)
3,2%-o0s formaldehid, 2,5%-o0s glutaraldehid oldat, 0,2 M kakodilatpufferben
pipetta, steril pipettahegyek
9 ml steril fizioldgias oldat
finom fémcsipesz
formvar-hartyas gridek
transzmisszios elektronmikroszkop (TEM)
Bunsen-¢go
A vizsgalat menete

1. Pipettaval steril fizioldgias sooldat felhasznalasaval készitsiink higitasokat a
taptalajrol steril oltdkaccsal leszedett 24 ords baktérium telepekbdl, vagy a taplevesben
l1étrehozott baktérium-tenyészetbol.

2. Pipettazzunk a  hartyazott mikrostély matt felszinére 3 pl-nyt higitott
baktériumszuszpenziot.

3. A preparatumot néhany percig hagyjuk szaradni, majd a felesleges folyadékot
szlir6papircsik segitségével 6vatosan tavolitsuk el.

4. Néhany percnyi szaradast kovetden 3 pl-nyi fixalo oldatot (3,2% formaldehid, vagy
2,5% glutaraldehid, 0,2 M kakodilatpufferben) juttassunk a hartya felszinére, melyet 1-
2 percig hagyjunk allni, majd sziir@papirral tavolitsuk el a felesleget.

5. Pipettazzunk 3 pl-nyi 1%-os foszfor-volfrdmsavat az immar fixalt sejtekre, melyet
3 perc utan itassunk le a mikrostély felszinérdl.

6. Néhany perc szaradast kovetden vizsgaljuk meg a mintat transzmisszids
elektronmikroszkopban. Figyeljik meg a baktériumsejek alakjat, esetleg a csillok
elhelyezkedését.

A transzmisszids elektronmikroszkopos preparatum készitése elengedhetetlen a
Centrales, illetve nagyon apré méretli Pennales kovaalga fajok meghatirozasiahoz (lasd
18. GYAKORLAT), melyek fénymikroszkopos eljarasokkal bizonytalanul identifikalhatok.
Transzmisszids elektronmikroszkopos (TEM) vizsgéalathoz a megfeleld slirliségii roncsolt
minta egy cseppjét hasznaljuk. A mintat racsra (gridre) cseppentjiik, melyet elbtte specialis
hordozé filmmel (formvar) bevontunk, majd megszaritjuk. Az algavizsgalatokhoz
legcélszerlibb 63 pm-es lyukszélességii gridet hasznalni (1 grid 300 lyukat tartalmaz). Az igy
elokészitett minta mar vizsgalhatd a transzmisszios elektronmikroszkopban, mieldtt azonban
beletennénk, célszerli fénymikroszkopban ellendrizni, hogy megfeleld-e a siirisége. Ehhez a
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gridet Ovatosan targylemezre tesszilk ¢s 400 x-os nagyitas mellett fénymikroszkoppal
ellendrizziik. Ha hig, még egy cseppet tehetiink ra, ha tul hordalékos a minta, siird, Uj
preparatumot kell késziteni.

18. GYAKORLAT
TEM preparatum készitése kovaalga vizsgalatok céljabol

A vizsgélat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
iires kovavazakat tartalmazé roncsolt kornyezeti minta
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
fémcsipesz
pipetta (50-200 pl-es)
formvar-hartyas gridek
transzmisszios elektronmikroszkop (TEM)
fénymikroszkop
targylemez
A vizsgélat menete
1. Cseppentsiik a roncsolt és desztillalt vizzel mosott kovavéazakat tartalmazé mintat
megfeleld higitasban alkalmazva formvar hartyaval bevont gridre (kb. 5 pl mintat).
2. Széritsuk meg szobahdmérsékleten.
3. A beszaritott minta stirliségét ellendrizziik targylemezre helyezve 400 x-os nagyitas
mellett fénymikroszkdpban.
4. A megfelel6 stiriségli mintat vizsgaljuk meg elektronmikroszkoppal.

4.2.2 SEM

A hagyomanyos pasztazo elektronmikroszkop (scanning/letapogatd
elektronmikroszkop, SEM) olyan berendezés, amelyben az elektronagytbol kilépd jol
fokuszalt elektronsugar a mikroszkop oszlopaban elhelyezett eltéritétekercs miikodésének
eredményeképp végigpasztazza, mintegy letapogatja a vizsgalt targy felszinét (18. dbra). Az
elektronsugar és a targy kolcsonhatdsabol szarmazo jeleket erre alkalmas detektorok
érzékelik, és ezeket megfelelden feldolgozva, az elektronsugar mozgasaval szinkronizalva
aztan képileg megjelenitik. Mivel az elektronsugar €s a targy kolcsonhatasaként szamos, az
anyag adott feliiletére jellemzd tipust jel (mintdbdl kilépd szekunder elektron, visszaszort
elektron, vagy karakterisztikus rontgensugar) keletkezik, kiilonféle detektorokkal lehetdve
valik a minta kiilonb6z6 tulajdonsagainak képszeri megjelenitése, vagy a vizsgalt anyag
tulajdonsagainak meghatarozasa. Ilyen mdédon a vizsgalt anyag alaki sajatossagain tulmenden,
a késziilek felszereltségétdl fliggden szadmos mas tulajdonsag (pl. az elem Osszetétel) is
vizsgalhatd. Mindezek ellenére a pasztazo elektronmikroszkop legaltalanosabban hasznalt
sajatossaga az, hogy a vizsgalt anyagok felszinének alaki tulajdonsagairdl nagy felbontast és
nagyitast, ugyanakkor nagy meélységélességli haromdimenzids képet tud alkotni. A jobb
késziilékek felbontoképessége ma mar 1-3 nm is lehet, kis nagyitasok esetén az élességi
mélység elérheti a 3-4 mm-t is.

A hagyomanyos mikroszkopoknal a szigeteld tulajdonsagu bioldgiai mintdk felszinét
vékony, az elektromossagot jol vezetd réteggel sziikséges bevonni, hogy a képalkotast zavard
feltoltddés ne kovetkezzen be a mintdban. A gd6zolést vakuumban arannyal, vagy arany-
platina 6tvozettel, vagy szénnel végzik. Fontos, hogy a vezetd réteg egyenletes vastagsagu €s
mennél vékonyabb legyen (8-10 nm), hogy a morfologiailag fontos finom részleteket ne fedje
el.
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18. abra Pasztazé elektronmikroszkopos felvétel (Fotd: Makk J.)

R2A taptalajon novesztett Aquipuribacter hungaricus tenyészet sejtciklusa soran bekovetkez6 morfologiai valtozasok;
8-18 oras (a), 24-36 oras (b), 72 orasnal idosebb (c) tenyészet.

A pasztazo elektronmikroszkdpban a nagy energiaval becsapddo elektronok energidja
tobbféle folyamat révén adodik at a besugarzott mintdnak (pl. elektronokat valt ki beldle,
karakterisztikus rontgensugarzas keletkezik). A bioldgiai mintdk morfologiai elemzéséhez
foleg a szekunder elektronok és a visszaszort elektronok detektdldsan alapuld képalkotas
hasznalhato. Az 50 eV-nal kisebb energidju elektronokat egyezményesen szekunder
elektronoknak nevezik. Ezek nagy része onnan szdrmazik, hogy a besugérz6 elelektronsugar a
minta atomjaival kolcsonhatasba 1épve leszakitja az azok kiilsé elektronhéjain leglazabban
kotott elektronokat, a masik része viszont kis energidji visszaszort elektron. Mennyiségiik
nem all egyszerli 6sszefliggésben a vizsgalt feliiletet alkotd atomok tdmegszamaval. Kilépési
iranyuk és mennyiségiik erdsen fligg a vizsgalt feliilet topografiajatol. Energiajuk kicsi, csak a
feliilet legkiilsé rétegébdl tudnak a felszinre jutni (~3-50 nm vastag felszini rétegbdl). A
szekunder elektronok a minta felszinének geometriai egyenetlenségeir6l hordoznak
informaciot, és altaluk készithetjiikk a legjobb felbontasu képeket, tekintettel arra, hogy kis
energidjuk miatt kisebb mintapontokbdl szarmaznak, mint a tobbi jel.

A minta felszinét elhagyd 50 eV-nal nagyobb energidji elektronok tartoznak a
visszaszort elektronok csoportjaba. Ezek mar a feliilet mélyebb rétegeibdl szarmaznak (kb.
200 nm-es mélységbdl). Mennyiségiik a becsapodasi feliilet elemi 0Osszetételétdl, azaz
atomjainak tdmegszamatol fiigg, tovabba az elektronok mennyisége és haladasi iranya erdsen
Osszefligg a becsapodasi feliilet domborzati viszonyaitdél is. A visszaszort-elektron
iizemmodban a minta néhany szdz nm mélységébe nyerhetiink betekintést.

Ha az elektronsugarral bombazott minta atomjainak belsd, kis energiaju elektronhéjain
keringd elektronjai rugalmatlanul {itkdzve a gerjesztd (becsapodo) elektronokkal elhagyjék az
atommag vonzaskorzetét (az atom ionizaldodik), akkor a kiilsé héjakon keringd elektronok
elfoglaljak az tliressé valt palyakat. Ekkor a két palya energiaszintje kdzotti energiakiilonbozet
az adott elemre, sOt annak elektronhéjara jellemzdé Un. karakterisztikus rontgensugarzas
formajaban szabadul fel. Ezek a sugarak részben elnyelddhetnek a mintaban, részben
kiléphetnek abbdl. Az utobbi sugarak hasznalhatok az analitikai vizsgalatok céljaira, akar
biologiai mintdk anyagi Osszetételének meghatdrozdsdra. Ma mar a mikroszkopos
rontgensugar mikroanalizis elemdsszetétel meghatarozas a morfologiai vizsgalatokkal valo
kombinélésa sok ¢és érdekes informécid megszerzését teszi lehetdvé.

4.2.2.1 Mintaelokészités pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz

A kiilonbozd feliiletek mikroba-kdzosségeinek felszini tanulmanyozasara alkalmas a
pasztaz6 elektronmikroszkopia (SEM). Legtobbszor a mintdk eldkészitésének harom fontos
szakaszat kiilonboztetjiik meg: a rogzitést, a viztelenitést és vezetd bevonat készitését (lasd
19. GYAKORLAT).
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A rogzités (fixalas) célja megorizni a sejtek szerkezetét €s Osszetételét, a sejteket az
¢lethez lehetd legkozelebb esé allapotban megtartani, ellendllova tenni a mintat a
mintaelOkészités tovabbi fazisaiban bekodvetkezd artd hatdsokkal szemben. Az idedlis fixalo
gyorsan penetral, minimalis deformalodast okoz.

A formaldehid (formalin) az egyik legismertebb, igen jo fixaloszer, diffazids
képessége legnagyobb az aldehidek kozott. Foként a fehérjéket rogziti, 4-10%-os pufferolt
vizes oldatat szokas hasznalni, nemcsak 6nmagaban, hanem szamos régzitokeverékben is. A
glutaraldehid a formaldehidhez hasonld tulajdonsagt kivald rogzitd, 1-5%-os pufferolt vizes
oldatat alkalmazzak. Mint 6tszénatomos, két aldehid csoportot tartalmazo molekula a fehérjék
oldalldncaival, funkcids csoportjaival gyorsan reakcioba 1ép. A formaldehidhez képest
stabilabb keresztkotéseket hoz létre vagy egyazon molekulan beliil, vagy tavolabb esé
molekuldk kozott. Finom térhalds struktarat alakitva eredeti helylikon rogziti a fehérjéket,
miel6tt kioldodnanak, vagy diffuzios jelenségek 1épnének fel. Az ozmium-tetraoxid 0,5-2%-
os pufferolt vizes oldatat és gdzeit is gyakran hasznaljak sejtek, kenetek, hartyapreparatumok
rogzitésére. Relativ nagy molekulamérete miatt a diffizios képessége kicsi, ezért 1 mm3-nél
nagyobb anyag fixaldsdra nem alkalmas. Alkalmazzak egymagédban, vagy mint masodik
fixalot (els6sorban az aldehidekben torténd rogzitést kovetden). Az aldehides rogzitésre
sziikség van, mert az ozmiumsav bizonyos mértékl lipidold6é tulajdonsadganal fogva
megsziinteti a membranok ozmotikus aktivitasat. Ezt az aldehides rogzités kivédi. Az
ozmiumsav a telitetlen zsirsavlancokkal val6 addicios reakcioja, valamint a fehérjék szulfidril,
hidroxil és egyéb oldalcsoportjaihoz torténd kapcsolddasa kozben konnyen redukalddik. A
redukélodott ozmium helyben marad, jo kontrasztot ad.

A bioldgiai mintdk esetén a rogzitok pH-ja 6,5 és 8,0 kdzott valtozhat. A gyakorlatban
rendszerint enyhén lagos pH-ju (7,2-7,4) rogzitdket hasznalnak. Ilyen hidrogénion
koncentracié biztositja ugyanis a makromolekuldk, elsésorban a fehérjék legnagyobb
hatasfoki megérzését. A fixalofolyadék pH-janak stabilizalasahoz (valamint az izoozmozis
beallitdsdhoz) sokféle pufferrendszer hasznalhat6, de gyakorlatban leginkabb a foszfat- és a
kakodilat-pufferek terjedtek el.

A kémiai fixalast kovetden a mintadkbdl alapos mosdssal tavolitjak el a fixalo oldat
maradvanyait, erre a célra pufferoldatot hasznalnak. Ezt koveti a viztelenités (dehidralas).
Vizteleniteni kell a mintat, mert a klasszikus elektronmikroszkopban csak teljesen szaraz
anyagot vizsgalhatunk. Ha viz lenne a mintdban, akkor vdkuum hatasara a viz a sejtek
feliiletérdl, illetve a sejtek belsejébdl kiforrna, a viz megfogna az elektronokat és feltdltddne a
minta, a viz miatt csokkenne a vakuum, igy nem tavolodnanak el az elektronok a katodrol.

A levegdn torténd szaritast ritkan alkalmazzak (kivétel pl. endosporak, kovaalga héjak
tanulmanyozasanal), mert a levegén szaritott minta sejtjei oly mdédon deformalodhatnak, hogy
nem lehet beldle hasznalhaté morfoldgiai informacidt nyerni. A gyakorlatban leggyakrabban a
kritikus ponton valo szaritassal (CPD) és fagyasztva szaritassal tavolitjak el a vizet a
mintabol.

A kritikus ponton vald széritast rendszerint megel6zi a minta kémiai fixalasa utani
viztelenitése Un. felszallo alkohol-, vagy aceton-sorban. Ekkor mintdinkat a higabbol egyre
inkabb a toményebb oldatokba helyezziik (20%, 30%, 50%, 70%, 90%-os oldatokban
egyszer, cc. oldatokban kétszer, kb. 10-15 percig). Ez a fajta dehidralas morfologiai, kémiai
valtozasokat okoz a bioldgiai anyagban, melyekkel, mint elkeriilhetetlen torzuldsokkal, mindig
szamolni kell. E valtozadsok nagyrészt a lipidek kiold6dasabol szdrmaznak. A minta teljes
kiszaritasa aztan kritikus ponton valo szaritassal lehetséges. Ha zart térben folyadék és annak
telitett gdzei vannak jelen, létezik egy olyan nyomas €s homérseklet, amelyen a folyadék és
telitett gdze azonos slirliségli. Ez az Un. kritikus pont (pl. szén-dioxid 31,1°C - 72,9 bar). Ezen
a ponton a folyadék parolgas nélkiil alakul at gazza, nem jonnek létre a feliileti fesziiltség
okozta felszini karosodasok a kiszaritand6 mintdkban. A kritikus ponton vald széritdshoz a
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mintakat el6szor amil-acetat oldatba helyezziik, amely soran a sejtekbe juttatott aceton vagy
etanol a viznyomokkal egyiitt amil-acetatra cserélédik. A kritikus ponton szaritd
berendezésben aztan a mintakat atitatd amil-acetatot tobb Iépésben (nyomads alatt) folyékony
COz-re cseréljiik. A mintatarto tér felfiitésével eldszor az azt kitoltd folyékony COz-ot kritikus
pont allapotdba hozzuk (31 °C, 72,9 bar), majd a nyomas és homérséklet fokozatos
csOkkentésével a CO; folyadék-gaz-fazisatmenet hidnydban roncsolas mentesen, buborékos
forras nélkiil tdvozik a mintabol.

A fagyasztva szaritas (liofilizalas) olyan eljaras, amikor a fagyasztott mintabol a jeget
vakuumban elszublimaltatjuk. A kritikus ponton valé szaritdshoz hasonléan ekkor sem
keletkeznek olyan torzulasok a mintaban, ami a levegdn vald szaritaskor a feliileti fesziiltség
megszinése okozna. Azonban a jég szublimalasa utan a korabban vizben oldott komponensek
atrendezddhetnek. A liofilizalas el6tt még legtobbszor rogzitjiik a mintakat, majd kétszer
mossuk puffer oldattal. Ezutan a fixalt mintakat cseppfolyos nitrogénbe meritetjiik. A mintak
pillanatszeri lefagyasztisa (-160 °C-on) biztositja a sejtekben 1évé vizmolekuldk
atkristalyosodas nélkiili jéggé fagyasat (elofagyasztas). A lefagyasztott mintakbol aztan a
liofilizald késziilékben, vdkuumban elszublimaltatjuk a jeget (2 x 102 mbar, -60 °C). A
szaritas iddtartama a minta méretétdl fliggden 5-10 ora.

Vezetd bevonat készitésekor a teljesen kiszaradt, mintatartd tuskokra ragasztott
mintdkat vdkuumos fémgdézolé miiszerben (0,05 Pa, 40 mV) vékony aranyfilmmel (vagy
arany-palladium keverékével) vonjuk be.

19. GYAKORLAT
Baktériumtenyészetek pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalata

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs tenyészet Petri-csészében
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
steril szike, kés
zsilettpenge
96%-o0s alkohol
Bunsen-¢ég6
mintatartd edények
finom fémcsipesz
pipetta
5%-os glutaraldehidet tartalmazo 0,1 M-os foszfat puffer oldat (6-8 °C)
0,1 M-os foszfat puffer oldat (pH=7)
Eppendorf csévek
folyékony nitrogén
liofilizal6 késziilék
vakuumos fémg6zolo
ezlistragaszto
mintatarto tusko
pasztazo elektronmikroszkop (SEM)
A vizsgélat menete

1. A vizsgalanddé anyagbol kb. 0,9 x 0,9 cm-es blokkokat készitiink éles késsel,
szikével vagy zsilettpengével.

2. A vizsgalni kivant mintat fixaljuk 5%-os pufferolt glutdraldehid oldatban 3 6ran at
szobahdmérsékleten.

3. A fixalast kovetden 2 x 10 percig mossuk a mintat 0,1 M-os foszfat puffer oldatban,
majd fagyasszuk folyékony nitrogénben.

4. A lefagyasztott mintdkat szaritsuk ki liofilizalo késziilékben 4-6 6ran 4&t, majd
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ragasszuk egy mintatartd tuskora eziistragasztoval.
5. Aranyozzuk be a mintat vakuumgo6zolo segitségével.
6. Az igy elkészitett mintat vizsgaljuk meg pésztazo elektronmikroszkdppal.

Kovaalga héjak  pasztazé  elektronmikroszkopos  vizsgalatakor  (lasd
20. GYAKORLAT) az elozetesen H»O; oldattal roncsolt mintat megfeleld higitasban
alkalmazva kozvetleniil az elektronmikroszkopban hasznalt mintatartora, vagy fed6lemezre
csoppentjilk és meleg helyen lassan beszaritjuk. Feddélemezre felvitt mintdk esetén
fénymikroszkopban 400 x-os nagyitason ellendrizziik, hogy megfeleld-e a stirlisége. Ha hig,
még egy cseppet tehetiink rd, vagy a mintat strithetjiik sztiréssel megfeleld polilkarbonat
membranfilterre. A fed6lemezre szaritott mintat eziistragasztoval, vagy kétoldalt ragados
szénkoronggal rogzitjiilk a mintatartd tuskéhoz. A mikroszkopos vizsgalat eldtt a mintat
fémgdz0106 segitségével vékony aranyréteggel vonjuk be (vagy arany-paladium keverékével).

20. GYAKORLAT
Pasztazo elektronmikroszkopos preparatum készitése kovaalga vizsgalat céljabol

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
roncsolt kovaalga minta
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
tires kovavazakat tartalmaz6 minta
desztillalt viz
fémcsipesz
pipetta, steril pipettahegyek
50 ml-es miianyag fecskendo
50 ml-es f6z6pohar vagy lombik
polikarbonat membransziird (3 pm pérusméretit)
szliréfeltét a membransziiréhoz
szénkorong (pl. SPI Double Sided Adhesive Conductive Carbon Disc 12 mm)
eziistragaszto (pl. SPI Ag Colloidal Suspension with Brush Applicator Cap)
mintatart6 tusko
aranyozo berendezés (pl. Polaron SC7630)
pasztazo elektronmikroszkop (SEM)
A vizsgélat menete
1. Az elbézetesen elroncsolt, iires kovavazakat tartalmaz6 minta aljabol iilepités utan
pipettaval vegyiink ki 1 cseppet és tegyiikk a fézépoharban 1évd kb. 30 ml-nyi desztillalt
vizbe.
2. A féz8pohar teljes tartalmat szivjuk fel a milanyag fecskendébe, majd nyomjuk at a
polikarbonat sziirdt tartalmazo sziiron.
3. Csipesz segitségével vegyiik ki a membransziirdt, és hagyjuk megszaradni.
4. Ragasszunk egy mindkét oldalan ragad6 szénkorongot a mintatartora.
5. Csipesszel megfogva ragasszuk a sziir6t a mintatartora ragasztott szénkorong masik
oldalara gy, hogy a sziirére sziirt alga-minta felfelé nézzen.
6. Cseppentsiink a sziird szélére 4 helyen eziistragasztoba igy, hogy a ragasztd egy
része a szlirére, masik része a mintatartora jusson, majd legalabb egy orat hagyjuk szaradni.
7. A mintat vonjuk be arany-palladium réteggel, melyet 105 s-ig 18 mA-en porlasztunk
rd az aranyozo berendezéssel.
8. Az igy elkészitett mintat vizsgaljuk meg pasztazo elektronmikroszkdppal.

Egyes esetekben el6fordul, hogy kozvetleniil a roncsolatlan mintat csdppentik fel a
vizsgalatokhoz. A modern pasztazd elektronmikroszkopok un. ,,natural scan” tizemmodban,
kis vakuumot alkalmazva erre is lehetdséget adnak. Elénye, hogy nem esnek szét a
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kovavazak, pl. az esetleges heterovalvassagot (heterovalvasnak akkor tekintiink egy
kovaalgat, ha az egyik valva mas mintdzatd, mint a masik pl. a monorafés kovaalgdk is
ilyenek, egyik valvafélen van rafé, a masikon nincs) lehet igy vizsgalni, hatranya, hogy
rosszabb mindségli az igy kapott kép az algarol. Roncsolatlan mintat is vizsgalhatunk
aranyozva, ha a minta nem tal hordalékos.

Ha olyan algékat akarunk tanulmanyozni, amelyek nem rendelkeznek szilard vazzal,
vagy nagyon torékenyek, esetleg a kozosségeket ,,intakt” mddon szeretnénk tanulmanyozni
(pl. kiilonb6zd alzatokon kialakult mikroba-kozosségek, kovaalga tenyészetek felszini
vizsgalata), erre is alkalmas a pasztazé elektronmikroszkopia. Ekkor azonban bonyolultabb
preparalasi eljarasokra van sziikség, a r0gzités és viztelenités 1épéseket nem hagyhatjuk ki.
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5 SEJTSZAMLALAS, CSIRASZAMBECSLES ES BIOMASSZA
MEGHATAROZAS

5.1 Mikroszképos sejtszamlalasi eljarasok

Meghatérozott folyadéktérfogatban szuszpedalt részecskék (pl. sejtek, gombasporak)
mennyiségének  meghatdrozasdhoz  szamlaldé  kamrakat szoktak hasznalni = (lasd
21. GYAKORLAT). Ezek olyan targylemezek, amikre négyzethalosan csatorndkat marnak.
Ezeken a helyeken a targylemez vékonyabb, igy ismert a lefedett folyadékoszlop magassaga.
Mivel a négyzethal6 osztasainak mérete is ismert, pontosan definidlt térfogath tereket kapunk
a fedOlemez ¢és a targylemez kozott. Az ilyen feddlemezek altaldban a szokdsosnal
vastagabbak, a deformaldodas (és az alatta 1€vo viz térfogatvaltozasanak) elkeriilése érdekében.
A szamlalé kamraba bevitt folyadék feleslege kis csatornakon keresztiil tavozhat.

A kamrak négyzethaloinak mérete és alakja sokféle lehet és a szamlalando részecskék
nagysagahoz illeszthetd (19. dbra). A Thoma-féle osztdsnal egy nagy négyzet teriilete 1 mm?,
ezek mindegyike 16 kisebb négyzetbdl 4ll, igy ezek teriilete 1/16 mm?, tovabbi osztassal
pedig a legkisebb négyzet teriilete 1/400 mm?* Az altalanosabban ismert Biirker-kamra
(19. ébra) esetében a mintaterek magassaga 0,1 mm, a nagy négyzet alapu egység mérete
1/5mmx 1/5mm = 1/25mm?, a téglalap alaki egységé pedig 1/5mmx 1/20 mm =
1/100 mm?. Ezek mellett szdmos egyéb szamlalé kamra, illetve osztds tipus ismert (pl.
Neubauer-, Tiirk-, Jensen-, Fuchs-Rosenthal-féle). A helyes eredmény eléréséhez fontos, hogy
a szamlalast tobbszor, esetleg tobb (al)mintan is elvégezziik.
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19. abra Biirker kamra rajza

A kamra (a) részei: 1. fed6lemez, 2. leszorito lemez, 3. szamlalo feliilet (erre helyezziik a mikrobaszuszpenziot),
4. racshaloval ellatott teriilet. A szamlalokamra (b) nagyitva: 5. 1/25 mm? teriiletli nagyobb négyzet, 6. 1/100 mm? teriiletii
téglalap. Aspergillus niger sporak fényképe (c) a Biirker kamraban.

21. GYAKORLAT
Biirker-kamras sejtszamlalassal

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

Aspergillus niger tenyészet Petri-csészében
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszkdzok

oltokacs

steril viz kémcsében

Bunsen-ég6

pipetta, steril pipettahegyek vagy szemcseppentd

Biirker-kamra

alkohol (zsirtalanitashoz)

fénymikroszkop
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A vizsgalat menete

1. Készitsiink sporaszuszpenziot Aspergillus niger tenyészetébol.

2. Szoritsuk ra a kamrara a feddlemezt.

3. A sporaszuszpenziobol egy cseppet helyezziink a kamra feddlemeze mellé. A
kapillaris er6 hatdsara a kamra megtelik.

4. Egy-két percet varjunk, amig a folyadékmozgas megsziinik.

5. Helyezziik mikroszkop ald a kamrat, és keressiik meg a fokuszsikot. 16 x-os vagy
40 x-es nagyitasu objektivvel vizsgaljuk a mintat.

6. Szamoljuk meg tiz nagy négyzetben (vagy téglalap alaka egységben) az ott talalhatod
sporak szamat.

7. Szamoljuk ki az igy kapott értékek atlagat (egy egységre jutd sporaszdm), majd a ml-
enkénti sporaszamot.

Természetesen a szamlalandod sejteket meg is festhetjiik, annak érdekében, hogy
jobban lathatok legyenek. A klasszikus festési eljarasokrol részletesebben a 6.4.1 fejezetben
olvashatunk. Kornyezeti mintdk vizsgalatanal viszont elterjedten hasznalnak kiilonféle
fluoreszcens festékeket a sejtszdm meghatarozasahoz (lasd 22. GYAKORLAT). Ilyen példaul
a DAPI festék (4',6-diamidino-2-fenil-indol), ami képes keresztiilhatolni az intakt
sejtmembranon, majd a dupla szald DNS-hez erdsen hozzako6tddik. Az igy megfestett sejtek
egyszerlien vizsgalhatok, ha membranfilterre szlirlink ismert térfogati vizmintat, és a benne
talalhat6 sejteket festés utan epifluoreszcens mikroszkoppal megszamoljuk (20. 4bra).

20. abra DAPI festett baktériumsejtek fluoreszcens mikroszkopi képe (Foto: Felfoldi T.)

A membransziirén az ivovizbol koncentralt baktériumsejtek kéken fluoreszkalnak.

22. GYAKORLAT
DAPI festésen alapulo mikroszkopos sejtszam meghatarozas

A vizsgalat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
felszini vizminta baktérium k6zossége
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
természetes vizminta (pl. folyo, to)
gumikesztyll (a gyakorlat sordn viselése kotelezd!)
laboratériumi mérleg
paraformaldehid
f6z6pohar
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magneses keverd

PBS pufter

50% (m/m) NaOH oldat

szemcseppentod

szlirékésziilek

polikarbonat és cellul6z-nitrat membransziirélap
(0,2 vagy 0,45 um porusméretii, 45 mm atmerdjii)

fémcsipesz

50 ml-es Falcon-csd

milanyag Petri-csészek (6 cm-es atmérdjii)

szike

pipetta, steril pipettahegyek

DAPI oldat (1 pg/ml, vizes oldat)

80%-os etil-alkohol

steril, kétszeresen desztillalt viz

fedélemez

targylemez

Vectashield Mounting Medium (H-1000)

nem fluoreszkalé immerzios olaj

epifluoreszcens mikroszkop, UV gerjesztd fénnyel
(ajanlott sziir6készlet: gerjesztd sziird: 330-380 nm, dikroikus tiikor:
410 nm, zaroszird: 430-480 nm)

digitalis kamera (mikroszkophoz csatlakoztatva)

szamitogep

A vizsgélat menete

1. Oldjunk fel 1 g paraformaldehidet 50 ml foszfat pufferben. (A paraformaldehid
belélegezve irritalo hatasu, ezért védofelszerelés hasznalta kotelezé vagy a miiveletet elszivo
fillke alatt kell végezni.) Az oldddast segiti a kevertetés és melegités (kb. 60 °C-ig, forralni
tilos!), illetve néhany csepp tomény NaOH hozzaadasa.

2. Allitsuk be a pH-t 7,0-re (1 M NaOH vagy 1 M HCl segitségével).

3. Sztirjiik le az oldatot 0,2 um pdrusatmérdjii memberansziirdlappal. Az igy elkészitett
fixalo oldat (2%-o0s formaldehid) egy hétig tarolhato (hiitve 4 °C-on, s6tétben).

4. Sztrjiik le a vizsgalando ¢éléviz mintat polikarbondt membransziirélapra. A minta
tipusatol fliggéen 2-50 ml szlirése ajanlott (a nagy sejtszammal rendelkezé mintdk higitasa
célszerli a jobb sziirhetdség érdekében). A sziir6késziilék és a prepardtum készitéséhez
hasznalt membransziird kozé tegyiink egy 0,45 um porusmeéretii celluléz szlirdlapot a sejtek
egyenletes eloszlasa érdekében.

5. Ontsiink Falcon-csébe fix4lé oldatot, majd helyezziik bele csipesszel a sziirélapot,
ugy, hogy a folyadék teljesen ellepje.

6. Inkubaljuk a mintakat egy éjszakan keresztiil 4 °C-on (fixalas).

7. Ontsiink Petri-csészébe kevés PBS puffert, majd helyezziik bele csipesszel a
szlir6lapot 1-2 percre, ugy, hogy a folyadék teljesen ellepje.

8. Tegyiik at csipesszel a szlirdlapot egy lires Petri-csészébe. A Petri-csésze fedelét
ferdén nyitva hagyva varjuk meg, amig megszaradnak a sziir6lapok.

9. Szikével vagjunk le egy darabot a szlir6lapbol és pipettazzunk ra kb. 30 pl DAPI
oldatot. Ett6l a 1épéstdl iligyeljiink ra, hogy a prepardtumot kevés fény érje. A sziir6lap
darabka grafit ceruzaval feliratozhato.

10. Két perc elteltével meritsilk a sztir6lap darabot 80%-os etil-alkoholba néhany
masodpercre.

11. Ezutan meritsiik a szlir6lap darabot steril, kétszeresen desztillalt vizbe néhany
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masodpercre.

12. Széritsuk meg a szlir6lap darabot a korabban ismertetett modon.

13. Tegyiik a darabkat zsirtalanitott targylemezre, cseppentsiink réd egy-két csepp
Vectashield Mounting Medium-ot és fedjiik le zsirtalanitott feddlemezzel. Enyhe nyomassal
tavolitsuk el a folyadék feleslegét (célszerli a miivelet kdzben a targylemezt papirtdrlobe
csavarni).

14. Helyezziik mikroszkop ald a preparatumot ¢és vizsgaljuk 100 x-os nagyitast
immerzids objektivvel, UV gerjesztés mellett (A DAPI festék abszorpcidés maximuma
358 nm, emisszi6s maximuma 461 nm.)

15. Fényképezziink le minimum husz latoteret digitalis kameraval.

16. Szamoljuk meg az egyes képeken talalhato sejteket, majd atlagoljunk.

16. A latotér nagysaganak, az atsziirt viz mennyiségének és a szlir6lap hasznos
feliiletének ismeretében szamitsuk ki a térfogategységnyi vizre vonatkoztatott sejtszam
értekeket.

A nagyon kisméretli algasejtek (pikoalgak, <2-3 um) a benniik talalhaté pigmentek
(foként a klorofill-a és a fikobiliszomat alkot6 fikocianin ¢€s fikoeritrin) autofluoreszcenciaja
miatt nem igényelnek festést, és mennyiségiik epifluoreszcens mikroszkoppal meghatarozhato
(21. abra). Mivel hagyomanyos fénymikroszkopban a paranyi sejtek a korabbi vizsgélatok
sordn az esetek tilnyomo tobbségében nem voltak megkiilonboztethetok a heterotrof
baktériumoktdl, ez a technika kiilonos jelentdséget kapott a fotoautotrof szervezetek ezen
csoportjanak jellemzésénél. A pikoalgak (<2-3 pm) sejtszamanak meghatarozasakor (lasd
23. GYAKORLAT) epifluoreszcens mikroszkopban harom {6 csoport kiilonithetd el
kiilonb6z6 gerjesztd fényeket alkalmazva: fikoeritrin, fikocianin pigment-dominanciaja
pikocianobaktériumok és pikoeukaridta algak.

21. abra A pikofitoplankton harom f6 tipusanak megkiilonboztetése a sejtek
autofluoreszcenciaja alapjan epifluoreszcens mikroszképpal (Foto: Somogyi B.)

Kékesibolya gerjesztéfény (a); zold gerjesztéfény (b). Fehér nyilak: pikoeukariota algasejtek, zold nyilak: PC-, piros nyilak:
PE-pigment-dominanciaju pikocianobaktériumok.

23. GYAKORLAT
Pikoalgak sejtszamanak meghatarozasa epifluoreszcens mikroszképpal

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
felszini vizminta, pikoalgak
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
szlirokésziilek
fekete polikarbonat vagy fekete cellul6z-acetat membransziirélap
(0,2 vagy 0,45 pm porusméretii, 25 mm atmérd;jii)
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fémcsipesz

50% (V/V) glicerin (vizes oldat)

szemcseppentd

fémcsipesz

feddlemez

targylemez

nem fluoreszkalé immerzios olaj

epifluoreszcens mikroszkop;
ajanlott sztirOkészletek: kékesibolya (gerjesztd sztird: 395-500 nm,
dikroikus tiikér: 510 nm, zarészird: 520 nm) és zoldessarga (gerjesztd
szird: 520-560 nm, dikroikus tiikor: 580 nm, zardsziird: 590 nm)

digitalis kamera (mikroszkophoz csatlakoztatva)

szamitogep

A vizsgalat menete

1. A frissen gylijtott vizmintat 2-3 6ran beliil sziirjiik le (Lugol-oldattal fixalt mintak
nem alkalmasak fluoreszcens mikroszkopi vizsgalatokra!). A sziirékésziilék tdmasztofrittje és
a preparatum készitéséhez hasznalt membransziiré kozé tegyiink egy 0,45 um poérusméretii
celluloz sztir6lapot a sejtek egyenletes eloszlasa érdekében (polikarbonat sziirénél
mindenképp hasznaljunk ilyen sziirélapot!). A sziiréshez csak gyenge vakuumot hasznaljunk
(<5 kPa). A lesziirt minta térfogata a vizsgalt vizminta tipusatol fiigg. Ezt ugy valasszuk meg,
hogy az egy latotérben 1évé sejtek szama kb. 20-40 legyen. Célszerii az egész
munkafolyamatot sotétben végezni a pigmentek védelme érdekében.

2. Fogjuk meg a nedves szlrdlapot fémcsipesszel ¢és helyezzilk a feliratozott
targylemezre.

3. Cseppentsiink a sziir6lap feliiletére egy csepp 50%-os glicerint, majd fedjik le
feddlemezzel. A feddlemezre gyakorolt enyhe nyomadssal az esetleges légbuborékok
eltavolithatok.

4. Cseppentsiink a fedélemez feliiletére immerzios olajat.

5. Helyezziikk mikroszkép ala a preparatumot, és vizsgaljuk 100 x-os nagyitasu
immerzios objektivvel.

6. Gerjessziik a mintat el0szor kékesibolya fénnyel. Ebben az esetben a pikoeukariota
algdk mélyvords szinnel, a fikoeritrin pigment-dominancidju pikocianobaktériumok sargan, a
fikocianin pigment-dominanciaji pikocianobaktériumok pedig vordsen fluoreszkalnak [Az a-
klorofill kékesibolya fénnyel (400-450 nm) gerjeszthetd és sotétvordsen (670-690 nm)
fluoreszkal. A fikocianin (€s az allofikocianin) narancsvords fénnyel gerjeszthetd (640-
660 nm), amellyel atfed élénkvords fluoreszcencidjaval. A fikoeritrin foként a zold fényt
(540-565 nm) abszorbedlja €s sargas-narancssargas fénnyel fluoreszkal (550-580 nm).].

7. Gerjessziik ugyanazt a latomezo6t zold fénnyel. Ebben az esetben a pikoeukaridta
algak egyaltalan nem, vagy csak nagyon halvanyan fluoreszkalnak, a pikocianobaktériumok
viszont fikobiliproteinjeiknek kdszonhetden erds vords autofluoreszcenciat mutatnak.

8. Fényképezziink le minimum husz latoteret (legalabb 400 sejtet) digitalis kameraval
mindkét gerjeszté fénnyel. Igy elkeriilhetd a folyamatos gerjesztés hatasara bekovetkezd
autofloureszcencia elhalvanyuléds (és megsziinés) — ez a jelenség mérsékelhetd a gerjesztd
fény intenzitasanak csokkentésével (neutralis szlirdk alkalmazésa).

9. Az elkésziilt képparokon szamoljuk meg a harom kiilonboz6 sejttipus (fikoeritrines
¢s fikocianinos pikocianobaktériumok, pikoeukariota algdk) mennyiségét.

10. A latotér nagysaganak, az atsziirt viz mennyiségének és a szlir6lap hasznos
feliiletének ismeretében szamitsuk ki a térfogategységnyi vizre vonatkoztatott sejtszdm
értekeket.
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Az algaszamlalas (lasd 24. GYAKORLAT) a biomassza becslés alapjat szolgalja, ami
a hazai és eurdpai gyakorlatban az a-klorofill tartalom meghatdrozdsa mellett egy masik
nagyon fontos limnologiai jellemz6 éldvizek vizsgélatanal.

24. GYAKORLAT
Algaszamlalas Utermohl-féle moédszerrel (algamintak mennyiségi vizsgalata I.)

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
meritett vizminta, fitoplankton szervezetek
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
inverz mikroszkop
okularba helyezett szamlalohalo
okular mikrométer
2 ml-es szamlalokamra
Lugol-oldattal tartésitott, meritett vizminta
papirvatta
A vizsgélat menete

1. Alaposan razzuk Ossze a mintat, és toltsiik vele sziniiltig a szamlalokamrat, majd
csusztassuk a szamlalokamra fedelét oldalrol a minta tetejére tigy, hogy a kamraban 1évo
folyadék buborékmentes legyen. A foldsleges vizet itassuk fel papirvattaval.

2. Tegyiik félre a mintat 1 6rara, hogy minden algasejt lelilepedjen a szamlalokamra
aljara. Ezutan helyezziik a kamrat a forditott mikroszkop targyasztalara.

3. A szamlalokamra egyik atmérdje mentén, a sz€létdl indulva kezdjik el a
szamlalohalon beliil 1évo algasejtek szamoldsat gy, hogy a targyasztalt vizszintesen
mozgatva haladjunk latétérrol latotérre. A szamolashoz a 40x-es objektivet hasznaljuk.

4. Az atmér6 végére érve forditsuk el 60°-kal a kamrat €s folytassuk a szamolast, majd
ismételjiik meg ezt a miiveletet még egyszer.

5. A harom atmérd végigszamolasa utan kb. 400 egyedet kell leszamolni. Ha a minta
algakban gazdag, a szamlalo halo segitségével inkabb keskenyebb latotérsavot szamoljunk
at, semmint csokkentsiik a megvizsgalt atmérdk szdmat. Természetesen a savszélességet
mindig pontosan mérjiik le az objektiv mikrométer segitségével, hogy ezt az értéket a végsd
szamolasnal hasznalhassuk. fgy elérheté, hogy a harom savban kb. 400 egyedet szamoljunk
meg. A mintaban 1év0 nagy testli, kis egyedszamu fajokat vagy nagyobb koloniat alkotokat
(pl. Ceratium hirundinella, Microcystis aeruginosa, Botryococcus braunii) kis nagyitasu
(10x-es) objektiv hasznalataval, a teljes kamrafenék atvizsgalasaval szamlaljuk meg.

6. Az algaszamot a kamra fenéklemezének feliilete, a vizsgélt savok feliilete, valamint
a kamra térfogata és a szamlalas sordn talalt egyedszdm ismeretében szamoljuk ki. Az értékét
altaladban ind/ml-ben adjuk meg (egyed/ml), az alabbi képlet segitségével.

Pl

algaszdm = ——
2rnaV

ahol r: a kamra fené¢klemezének sugara (mm), n: az atszdmolt 4tmérdk szama, a: az
atszamolt sav szélessége (mm), I: az atszdmolt teriilet algaszdma, V: a szamlalokamra
térfogata (ml).

5.2 PCR-alapu sejtszam meghatarozas

A real-time (valos idejii) PCR a PCR technika (lasd 7.1.2 fejezet) egy specialis
forméja, amikor az adott DNS szakasz enzimatikus megsokszorozdsa soran a keletkezd
termék mennyiségét folyamatosan nyomon kovetik. Ezt a minta altal kibocsatott fluoreszcens
jelintenzitas mérésével érjiikk el. A keletkez6 DNS mennyiséggel aranyos fluoreszcens jel
generalasanak két elterjedt modja 1étezik: (1) aspecifikus fluoreszcens festék kotése a kétszala
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DNS-hez, (2) fluoreszcensen jeldlt szekvencia-specifikus oligonukleotid probak alkalmazasa
(pl. a Taq polimerdz enzim 5’-3’-exonukleaz aktivitdsdnak koszonhetéen a keletkez6 DNS-
hez hibridizaldo préban 1évo fluoreszcens molekula eltavolodik a fluoreszcens jelét addig
kioltd, szintén a proban levé molekulatol, igy a fluoreszcens jel detektdlhatd lesz). A
kiindulasi DNS mennyiségére a jelndvekedés korai exponencialis fazisa alapjan
kovetkeztethetiink. Megfeleld referenciasor alkalmazasaval tehat meghatarozhatd az adott
gén/régio kopiaszama a kiinduldsi mintaban (22. abra). Ha pedig ismerjiik, hogy a PCR soran
amplifikalt régi6 hany példanyban taldlhaté meg a vizsgalt mikroba génallomanyaban, akkor
a kimutatni kivant csoport sejtszama is becsiilheto.

végpont kimutatasa
(hagyomanyos PCR)
(o))
%
@ | kinetikus jelérzékeleés -
‘g (mennyiségi PCR) / // /
// minta
7
c
)
Q
(7]
Q
o
=1
[ w—
I I
0 20 40
ciklus szam

22. abra Sejtszamlalas valos idejii polimeraz lancreakcié (RT-PCR) segitségével

A PCR termék mennyiségének valds idejii (folyamatos) mérésével a baktériumok ndvekedési gorbéjéhez hasonld gorbét
kapunk. A fluoreszcens jel erdssége a templat kopiaszamaval aranyos azonos PCR paraméterek esetén.

5.3 Csiraszamlalasi eljarasok

A tenyésztéses csiraszamlalasi modszerek (lasd 25. GYAKORLAT ¢és
26. GYAKORLAT) Ilehetdve teszik, hogy egy vizsgalt kozegben a szaporodni képes
mikroorganizmusok szdmat meghatarozzuk. Mivel azonban nem létezik olyan univerzalis
taptalaj, melynek segitségével valamennyi mikroorganizmus tenyé€sztésbe vonhatd lenne,
adott tapkozeg felhasznaldsdval szamos kozegbdl a mikrobdknak csak elenyészden kis
hanyada tenyésztheté ki. Altalanosan elmondhato, hogy a mikroszképosan szamolt
sejtszamokhoz  képest a tenyésztett csiraszdmok vizsgalt kornyezettdl fliggden,
nagysagrendekkel lehetnek alacsonyabbak (Great Plate Count Anomaly). A gyakorlatban
legelterjedtebben alkalmazott vizsgalati modszerek: a hatarhigitdsos eljaras (MPN = Most
Probable Number), a telepszamlalasos moddszerek (lemezontés, szélesztés) ¢és a
membransziirés technika. Altaldban a minta tipusa és annak feltételezett csiraszama hatarozza
meg, melyik modszert alkalmazzuk.

5.3.1 Telepszam alapt csiraszam becslés

A klasszikus higitasos-szélesztéses technikdk segitségével a kornyezetben jelenlévo
mikroorganizmusoknak csak igen kis hanyadat, egyes becslések szerint minddssze 0,1-1%-at
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lehet tenyésztésbe vonni. Ennek szamos oka lehet, példaul nem Iétezik egyetlen, még
olyannyira Osszetett taptalaj sem, amelynek segitségével minden, az adott mintdban jelenlévd
szervezet tenyészthetd volna. A mintadkban a mikrobdk jelentds része kiilonb6z6 okok miatt
. életképes, de nem tenyésztheté (VBNC, viable but not culturable’) allapotban lehet. igy a
tenyésztésen alapuld eljarasok bar fontos informaciot szolgaltathatnak egy adott minta
mikroba mennyiségérél, mégis rendszerint alabecslik a valos értékeket.

A tenyésztésen alapuld csiraszdm becslési eljaras azon a feltételezésen alapul, hogy
minden sejtbdl telep fejlddik és minden telep 1 sejtbdl alakul ki. Ez a gyakorlatban — szdmos
pl. elobb emlitett tényezd kovetkeztében — nem teljesiil. A kapott szamértéket telepképzod
egység (TKE) /minta tomeg (térfogat) dimenzidban fejezziik ki. A mintdk feldolgozasanak
ismétlésével, illetve a parhuzamos lemezek szamanak ndvelésével a kapott értékek egyre
jobban kozelitik a valos értékeket.

A higitasos-szélesztéses és a lemezontéses csiraszam becslés (lasd
25. GYAKORLAT ¢és 26. GYAKORLAT) célja a mikroorganizmusok csiraszamanak
becslése kornyezeti mintakbol (pl. talajbol, vizbdl, élelmiszerekbdl) kiilonféle tapagar
lemezek felhasznaldsdval. A moddszer sordn a mikroorganizmusokat tartalmazé mintabol
szuszpenziot, majd 10-es 1éptékil (decimalis) higitasi sorozatot készitiink (23. abra). A higitési
sorozat megfeleld értékeibdl ismert térfogatot tapagar lemezekre szélesztiink (24. abra), vagy
a Petri-csészébe pipettazott, adott térfogati mintdhoz Ontjiikk a felolvasztott taptalajt. A
fert6zott lemezeket megfelelé hdmérsékletii termosztatba helyezziik. Az inkubécios ido letelte
utan a kifejlédott baktériumtelepeket megszamoljuk (csak azok a taplemezeket értékeljiik,
ahol a telepszam 20 és 200 kozott van), majd a kapott értéket a higitas fokaval megszorozzuk,
igy a kiinduldsi minta mennyiségi egységének tenyészthetd baktérium mennyisége
becsiilhetd.

TmLvagy1g 1mL

NNV Y VN

— M M M [ M [ [
. - - - - -— - -
- | -l | | | = |
D = £ £ £ £ = £
D (e)] ()] (e)] (e)] (0] ()]
“ P N N PN N N N
10° 10° 10* 10° 10° 10’ 10° 10°

0.1 mL \O1mL \O1mL \O1mL \O.‘ImL \O1mL \O1mL \O1mL

o @ @OOOEOOE

23. abra Higitasos — szélesztéses csiraszambecslés

A mintabol steril desztillalt vizben tizes 1éptéki higitasi sorozatot készitiink (a). A higitasokbol megfelelé mennyiséget
(pl. 0.1 mL) a kivalasztott tdpagar lemezekre szélesztiink (b).
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25. GYAKORLAT
Kornyezeti mintak heterotrof csiraszamanak becslése szélesztéses technikaval

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
kdrnyezeti minta

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
tapagar lemez Petri-csészében
sz¢élesztobot (sterilezéshez alkohol)
pipetta, steril pipettahegyek
99 ml-es steril viz lombikban
9 ml-es steril viz kémcsdben
Bunsen-¢go
termosztat

A vizsgélat menete

1. A kornyezeti mintabdl steril viz felhasznéaldsaval készitsiink 10-es 1éptéki higitasi
sorozatot (23. abra), az egyes kémcsoveket a higitasi tagoknak megfelelden feliratozzuk.

2. A higitasi sorozat megfeleld tagjaibol szélessziink ismert mennyiséget a Petri-
csészékben 1évo tapagar lemezek feliiletére (lasd 25. GYAKORLAT), a Petri csészéket is
lassuk el a megfeleld feliratokkal.

3. A szélesztéssel fertdzott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 28 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.

4. Az inkubaciods id6 elteltével végezziink csiraszam becslést. Ehhez szamoljuk meg a
tapagar lemezeken kifejlodott kiilonalld telepeket, parhuzamos mintadk esetén atlagoljuk a
kapott értékeket, majd szorozzuk meg a higitds fokaval. A kiilonb6z6 higitasi fokoknal
kapott eredmények ismételt atlagolasaval kapjuk meg a kiinduldsi minta egységnyi
mennyiségére becsiilt csiraszam értéket.

24. abra Agarlemezek fertozése szélesztéssel

A megfelel6 higitasbol adott mennyiséget (pl. 0.1 mL) cseppentiink az agarlemez kdzepére (a). A szélesztébotot alkoholba
martjuk (b). Meggyujtjuk az alkoholt a Bunsen-égdrél (c). A szélesztdboton elégd alkohol a héhatassal csiramentesit
(alkoholos leégetés). A szélesztébottal egyenletesen elteritjiik a higitott mintat az agarlemez feliiletén (d). A résnyire kinyitott
Petri-csészét kozben ujjunkkal forgatjuk.
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26. GYAKORLAT
Kornyezeti mintak heterotrof csiraszamanak becslése lemezontéses technikaval

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
kdrnyezeti minta

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
steril, iires Petri-csésze
steril olvasztott taptalaj
pipetta, steril pipettahegyek
99 ml-es steril viz lombikban
9 ml-es steril viz kémcsdben
Bunsen-¢go
termosztat

A vizsgélat menete

1. A kdrnyezeti mintabdl készitsiink decimalis higitasi sorozatot (23. 4bra).

2. A megfelelden feliratozott (minta jelzése, higitas foka) Petri csészékbe pipettazunk a
mintabol minden higitasi tagjabol 1-1 ml-nyi mennyiséget.

3. A steril, de még folyékony (kb. 50 °C hémérsékletii) taptalajbol pipettdzzunk 20-
25 ml-nyi mennyiséget a minta cseppre, és a Petri-csésze Ovatos mozgatasaval keverjiik
0ssze a mintat a taptalajjal, majd szobahomérsékleten hagyjuk megdermedni.

4. A fertézott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefel¢) helyezziik
28 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.

5. Az inkubaciés 1d0 elteltével végezziink csiraszam becslést. Ehhez szamoljuk meg a
tapagar lemezek feliiletén €s belsejében kifejlodott kiilonalld telepeket, parhuzamos mintak
esetén atlagoljuk a kapott értékeket, majd szorozzuk meg a higitas fokaval. A kiilonb6z6
higitasi fokoknal kapott eredmények ismételt atlagolasaval kapjuk meg a kiindulasi minta
egységnyi mennyiségére becsiilt csiraszam értéket.

A membransziirésen alapulod csiraszam becslést (lasd 27. GYAKORLAT) éltalaban
kis csiraszamu folyadékmintak vizsgalatara alkalmazzak. A membransziirés elve, hogy ismert
mennyiségli folyadékot meghatarozott porusatmérdjii membranszlirén atsziiriink, ekdzben a
folyadékban talalhaté mikrobasejtek a szliré feliiletén visszamaradnak. A szlirélapot ezutan
megfeleld taptalaj felszinére fektetjik (25.4bra). A taptalaj tdpanyagai a szlirélapba
diffundéalnak és lehetévé teszik a telepképzést. A telepek megfeleld inkubacios 1d6 utdn
megszamlalhatok. Eredményként a telepképzd egységek szamat (TKE) adjuk meg az atsziirt
mintamennyiségre vonatkoztatva (26. 4bra).

27. GYAKORLAT
Membransziirésen alapul6 csiraszambecslés

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
vizminta

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
0,45 um pérusatmérdjii steril sziird
steril méréhenger
szurd
tapagar lemezek
termosztat

A vizsgalat menete

1. A 0,45 pym porusatmeérdjii steril sziird felhasznalasaval szlirjiink at 100, illetve
200 ml vizmintat.
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2. A szlir6t a rasziirt mintaval felfelé (a vizsgalat céljatol fiiggden) helyezziik altalanos,
szelektiv vagy differenciald tapagar lemezre, majd feliratozzuk a Petri csészét.

3. A sziir6t tartalmaz6 tapagar lemezeket helyezziik 28 °C-os termosztitba, és
inkubaljuk 1 hétig.

4. Az inkubaciot kovetden a telepszamok és a szlirt anyag mennyiségének ismeretében
hatarozzuk meg az 100 ml vizmintaban 1év0 csiraszamot.

(a) (b) ()

(d) (e)
25. abra Csiraszambecslés membransziiréssel

A minta ismert mennyiségét (1.) lesziirjiikk a membransziirén (2.) (a). A sziir6t (2.) steril csipesz segitségével Petri-csészében
tapagarlemezre helyezziik (b-c). Megfeleld idejli inkubalast kovetden telepek fejlédnek ki a membransziird feliiletén (d-e).
A telepszam alapjan kovetkeztetiink a minta csiraszamara.

26. abra Membran filteren kitenyészett mikrobak (Foto: Vajna B.)

Természetes tobol szarmazo viz (10 mL) atsziirésének eredménye.

5.3.2 Hatarhigitason alapuld csiraszam becslés

Az MPN (Most Probable Number = legvalosziniibb é16 sejtszam) moédszer (lasd
28. GYAKORLAT) hasznélatakor a mikroorganizmusokat folyékony taptalajban szaporitjuk,
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€s a mikrobaszaporodast mutatd csdvek szama alapjan, statisztikai alapon kovetkeztetiink a
keresett mikroorganizmusok szdmara. Az MPN-mddszer alkalmazhatdsagnak alapfeltétele,
hogy a sejtek eloszlasa a taplevesben véletlenszerii legyen, és a folyékony taptalajban mar
egyetlen €16 sejtet tartalmazd inokulum beoltdsa esetén is €szlelhetd legyen a szaporodas.
Mivel a gyakorlatban altalaban egyik feltétel sem teljesiil 100 %-osan, ezért ez az eljarés is
csupan a csiraszam értékének becslésére alkalmas. A hatarhigitdsos modszer — a taptalajtol €s
a tenyésztési technikatol fliggéen — egyarant alkalmazhatdé az Osszes (aerob mezofil) €16
csiraszam ¢s valamely kivalasztott mikrobacsoport vagy mikroorganizmus mennyiségének
meghatarozasara. A mddszer alapja, hogy a vizsgalandd mintabol higitasi sorozatot készitiink
¢s az adott élettani csoportra jellemz6 reakciot add, differenciald tapleveseket a kiilonbozo
higitasokbol szarmazo6 szuszpenzid azonos mennyiségeivel oltjuk be (3 vagy 5 parhuzamost
hasznalva) (27. dbra). Az eldirt tenyésztési idé utdn a mikrobaszaporodast mutatd (pozitiv)
tesztcsovek szdmabol (amit egyarant jelezhet az optikai denzitds megvaltozdsa, a pH
eltolédasa, vagy a redox értékek megvaltozasa), statisztikai alapon kovetkeztetiink a
legvaldszintibb €16 csiraszamra.

A mezofil (szulfitredukald), sporaképzd anaerob baktériumok alatt azokat a
Clostridium nemzetségébe tartoz6, 30 °C-on, anaerob koriilmények kozott novekvd
mikroorganizmusokat értjiik, amelyek adott feltételek mellett a szulfitot szulfidda redukaljak.
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27. abra A legvalésziniibb élésejtszam (MPN) meghatarozasa

A mintat a megfelel6 taplevesben higitjuk és tizes 1éptékii higitasi sort készitiink a taplevessel (a). A higitasok megfeleld
mennyiségeit (pl. 0.3 mL) 5 ismétlésben mikrotiter lemez megfeleld zsebeibe pipettazzuk (b). Kelld idejli inkubalast
kovetden olvashatjuk le az eredményt (c). A fekete szin a pozitiv zsebeket (parhuzamosokat) jeldli. A csiraszamot a McCrady
statisztikai tablazat segitségével (a Fiiggelékben) adjuk meg.
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28. GYAKORLAT
Mezofil (szulfitredukald) anaerob sporas baktériumok (vegetativ és sporas alak)
szamanak meghatarozasa MPN-moédszerrel
A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
talajminta
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
DRCM differencial6 vagy tioglikolat tapleves
pipetta, steril pipettahegyek
vizfiirdé
9 ml-es steril viz kémcsdben
paraffinolaj
termosztat
A vizsgalat menete

1. Készitsiink talaj szuszpenziot 1 g talajminta és 9 ml steril viz felhasznalasaval
2 példanyban.

2. Az egyik talajszuszpenzidt helyezziik 80 °C-os vizflirddbe és a vegetativ alakok
inaktivalasa céljabol hdkezeljiik a mintakat 5 percig.

3. Ezutan mind a hdkezelt, mind a kezeletlen alaphigitasbol steril viz felhasznéalasaval
készitsiink 10-es 1éptékii higitasi sorozatot (lasd 25. GYAKORLAT).

4. Minden egyes higitasbol végezziink 3-3 parhuzamos leoltdst a DRCM vagy
tioglikolat taplevest tartalmazo csévekbe.

5. A beoltott csoveket az anaerob korilmények kialakitdsa érdekében fedjiik be 2-
3 mm vastagsagban parafinolajjal.

6. A csoveket 44 + 4 drara helyezziik 30 °C-os termosztatba.

7. Az inkubacios i1d0 elteltével végezziink csiraszam becslést. Ehhez hatdrozzuk meg a
kiilonb6z6 higitasi értékekhez tartozd pozitiv csdvek szdmat, ahol a beoltott tapleves fekete
elszinezddést mutat. A legvaldsziniibb €16 csiraszdm meghatirozasara szolgalé6 McCrady-féle
karakterisztikus tablazat (Fiiggelék 13.6.1 fejezet) segitségével kovetkeztethetlink az eredeti
talajminta és/vagy a baktérium szuszpenzid csiraszdmara.

5.4 Biomassza becslési eljarasok

Kornyezeti mintdk biomasszdjanak becslésére tobbféle modszer 1étezik (lasd
29. GYAKORLAT, 30. GYAKORLAT, 32. GYAKORLAT és 33. GYAKORLAT). Ezek egy
része az adott €l6hely szerves nitrogén, illetve széntartalmanak meghatarozasan alapul. Ennek
a modszernek vitathatatlan hatranya, hogy sok Okoszisztémaban a nem ¢€l6 szerves anyag
mennyisége a dominans. A tenyésztéses eljarasok vagy a direkt mikroszkopos sejtszadmolas is
lehetdséget biztosit a biomassza becslésére. Ilyenkor azonban figyelembe kell venni, hogy a
mikrobak jelentds hanyada nem tenyészthetd, és hogy a sejtszdm nem minden esetben korrelal
pozitivan a biomassza mennyiségével. Az inkubacios modszerek (pl. fumigacid-respiracio,
SIR) hatranya, hogy nem kovethetdk nyomon az inkubalas sordn végbemend folyamatok.
Ezért napjainkban a biomassza becslésére gyakran biokémiai moddszereket (pl. foszfolipid
foszfat meghatarozasa, ATP-mérés) hasznalnak, illetve specidlis éldlénycsoportok esetén
egyéb biomarkerek (pl. klorofill-a, kitin, muraminsav) meghatarozésara keriilhet sor.

A csiraszam alapi biomassza becslési modszer nagymértékii szelektivitdsa miatt
csak korlatozottan alkalmazhato, tobbnyire tdjékoztatd jellegli adatokkal szolgal. A direkt
sejtszamolasi eljarasok alkalmazisa soran a mikroorganizmusokat nativ kornyezetiikben
valamilyen modszerrel megfestik, és mikroszkoppal megallapitjdk a szamukat az adott
mintamennyiségben. Baktériumoknal méretiik, gombaknal pedig az 0sszes hifa hosszusaga
alapjan szamitjak ki az 0sszes €10 térfogatot, és ez alapjan kalkulaljdk a biomassza értéket.
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Fluoreszcens mikroszkopiaval lehetdség van az éld/€lettelen esetleg az aktiv/inaktiv sejtek
aranyanak meghatarozésara az adott kdrnyezetben.

A vizmintak sejtszam alapu biomassza becslését a YABBA-2011 program
segitségével végezzik el (lasd 29. GYAKORLAT). Ennek eléfeltétele, hogy a DAPI festést
kovetden megfeleld mindségli képek késziiljenek a mintakrol.

29. GYAKORLAT
Vizminta mikrobialis biomassza becslése sejtszam alapjan

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
vizminta

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
DAPI festett filterekrdl késziilt képek
szamitogép YABBA-2011 programmal

A vizsgalat menete

1. A gyakorlaton elézetesen DAPI festett (1asd 22. GYAKORLAT) filterekrol késziilt
képek alapjan adott vizmintdk biomasszajanak meghatarozasat végezzik el szamitogép
segitségével.

2. YABBA-2011 program hasznalata. Az alapértelmezett bedllitasok koziil a
minimalis sejtméret (minimal cell area) értéket sokszor indokolt atéllitani, kiilondsen, ha a
mikroszkopizalas soran késziilt képeken csak aprd sejtek lathatdak (Az alapértelmezett 22
pixeles beallitassal ugyanis az aprobb sejteket a program nem képes megszamolni.)
Hasonl6an nagyobb sejtek esetén érdemes ndvelni a minimalis sejtméretet, ugyanis sokszor a
nagyobb sejteket nem 1, hanem tébb sejtnek szamolja a program. (A program segitségével a
szlikség esetén a képek kontrasztja is allithat6 (offset)).

3. A programmal lehetdség van egyesével a képeket értékelni (single imagine), illetve
egy vizmintardl késziilt 6sszes képet is tudjuk a programmal értékelni (all imagine). Javasolt
egyszerre egy képet értékelni, igy egyesével tudjuk ellendrizni, hogy a képeken 1évo sejteket
jol szamolta-e a program.

4. Ha beallitottuk minden paramétert, a Start gomb segitségével elkezdhetjiik a képek
értékelését. A program ekkor elkészit egy olyan fajt, amin lathaté az Osszes altal felismert
sejt. Generdl egy olyan annotélt képet, amelyen a sejteket szdmmal latja el (ezt a képet
automatikusan a beolvasott kép mappajaba teszi be). (Vizudlisan ellendrizhetd, hogy miket
¢szlel a program sejteknek, a minimalis és maximalis sejtméret még ekkor is allithato).

5. Az annotalt kép mellett a program general egy excel tablazatot is, ahol egyesével
megadja a képen talalhato sejtek un. Zeder szamat, a tovabbiakban ezt kell hasznalni a végso
értékeléshez. Abban az esetben, ha a minimalis sejtméretek valtoztatdsa utdn sem tokéletes
még a program szamolasa (1 sejtet pl. 2-nek szamol), a tévesen szamolt sejtek Zeder szamat
nem vessziik figyelembe az értékelésnél.

6. Biomassza szamolésa az alabbi képlet segitségével torténik:

biomassza [pg/L] = Zeder szam x 1 pixel térfogata [um3] x (filter feliilet [um2] /kép
méret [um2]) x higitasi fok [L]

A biokémiai modszereken alapulé biomassza becslést gyakran alkalmazzdk a
kornyezeti minta teljes mikrobidlis vagy bizonyos ¢l6lénycsoportok biomasszajanak
meghatarozasara. Ehhez olyan biokémiai markerre van sziikség, amelyik minden sejtben
(esetleg specifikus ¢éldlénycsoportban) jelen van, a sejt pusztuldsa utan gyorsan lebomlik és (a
kornyezeti koriilményektdl fiiggetleniil) a teljes biomassza dallandd részét képezi.
Mindemellett fontos az is, hogy legyen megfeleld6 modszer a marker kinyerésére (lasd
31. GYAKORLAT) ¢és tisztitdsara, tovabba legyen érzékenyen kvantifikalhato, akar rutin
eljarasok keretében is.
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Az ATP tartalom mérése alkalmas kornyezeti mintak teljes biomasszédjanak
meghatarozasara, hiszen minden ¢€l6 sejtben jelen van, biologiailag labilis (a
baktériumsejtekben turnovere kevesebb, mint 1 masodperc), ugyanakkor kémiailag stabil
vegyiilet. Az ATP-meghatirozds a szentjanosbogar vilagitészervében is meglevd luciferin-
luciferaz reakcid segitségével lehetséges fotométerrel vagy folyadék szcintillacios
szamlaldval. A luciferin-luciferaz reakcidobdl szarmazéd lumineszcencia az ATP tartalomtol
fligg:

luciferin + ATP + O> — oxiluciferin + AMP + PPi + CO» + fény

30. GYAKORLAT
Vizminta mikrobialis biomassza becslése ATP-tartalom meghatarozas alapjan

A vizsgélat targva. a vizsgalt mikroorganizmus
vizminta (1-2 1)
A vizsgélathoz szikséges anyagok és eszkozok

250 um-es planktonhalé
0,45 pm sziird
f6zOpohar
vizfiirdd
pipetta, steril pipettahegyek
tiszta, csavarkupakos csé
parafilm
luciferin-luciferaz reagens készlet (kereskedelmi forgalomban kaphatd)
Tris puffer (0,02 M, pH = 7,75)
centrifuga
ATP natrium séja
luminométer

A vizsgalat menete

1. A liofilizaltan tarolt luciferin-luciferaz készitményt a gyarto javaslatai alapjan oldjuk
fel Tris pufferben (0,02 M, pH = 7,75) és tartsuk szobahdmérsékleten (2-3 oraig).

2. A frissen gytjjtott 1-2 liternyi vizmintat (mennyisége a vizminta tipusatol fliggéen
valtozhat) sziirjiik at 250 um-es halon (a nagymeéretli részecskék eltavolitasa céljabol), majd
0,45 pm porusatmérdjii membransziirdn.

3. A membransziirét helyezziik f6z6poharba, és ontsiik le 3 ml forrasban 1évé 0,02 M
Tris pufferrel.

4. A f8z6pohar tartalmat 5 percig forraljuk vizflirddben, majd a kivonatot pipettazzuk
tiszta, szaraz csobe.

5.2 ml forrasban 1évd Tris pufferrel Oblitsiik at a féz6poharat, illetve mossuk le a
szUrdt €s azt 1s adjuk a kivonathoz, melynek térfogatat a pufferrel egészitsiik ki 5 ml-re.

6. A kivonatot tartalmazé csovet parafilmmel fedjiik le, és a mérés megkezdéséig
taroljuk fagyasztoban (-25 °C). Minden mintabdl készitsiink 3 parhuzamost.

7. A luciferin-luciferaz készitményt allas utan centrifugaljuk le, és a feliiliszot
pipettazzuk tiszta, szaraz csobe. Ezt tovabbi 1 6rdn at hagyjuk szobahdmérsékleten allni.

8. A tisztitott ATP standard elkészitéséhez oldjunk fel 12,3 mg dindtrium-ATP-t 11
desztillalt vizben és ennek 1 ml-ét higitsuk 100 ml Tris pufferrel (0,2 ml = 20 ng ATP).

9. A fényintenzitds méréséhez pipettdzzunk 2 ml enzimkészitményhez 2 ml
vizsgalandé mintat, majd luminométerrel mérjiik meg a kibocsatott fény mennyiségét. A
kapott értékeket hasonlitsuk Ossze ismert ATP tartalmi oldatokkal kapott adatokkal
(kalibracios gorbe felvétele 1-100 ng ATP/ ml).

10. 1 mg szaraz ,,biologiai anyag” (sejttomeg) anyag 2,4 ug ATP-t tartalmaz, igy a
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teljes ¢l6  biomasszat (B) az alabbi  Osszefiiggés alapjan  kalkulalhatjuk:
B (mg/L)= ATP/2,4 x 1000

31. GYAKORLAT
Kemotaxonomiai markerek kinyerése és frakcionalasa kornyezeti mintakbol

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
talajminta
iledék minta
szennyviziszap minta
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
Pasteur pipettak (zsirtalanitva)
tivegtolesérek (zsirtalanitva)
csavarkupakos kémcsovek (zsirtalanitva, teflonbetéttel ellatva)
vakuum beparlo késziilék
beparlé lombikok
oldoszerek (diklormetan, metanol, kloroform, foszfatpuffer, aceton)
SPE oszlop
Whatman-papir (2 Chr)
asztali centrifuga
zsirtalanitott iiveg centrifugacsovek
30 °C-os vizfiirdd
A vizsgalat menete

FONTOS! A szerves olddszerekkel dolgozzunk elszivofiilke alatt! Az ilivegesoveket
minden esetben lassuk el megfeleld feliratokkal!

1. Kevertessiik a mintat (10 g) egy éjen at diklormetan-metanol-0,2 M foszfatpuffer
(10 g talajminta esetén 7,5 ml diklormetan, 15 ml metanol és 5 ml foszfatpuffer hozzaadasa
javasolt) elegyben 4 °C-on. (Ha fazisszeparacio figyelhetd meg, akkor ez kb. 1-5 ml metanol
hozzéadasaval megsziintetheto.)

2. Masnap adjunk hozza 7,5 ml diklometant és 7,5 ml desztillalt vizet, rdzzuk Ossze és
még egy €jen at hagyjuk allni. A fazisszeparacid sordn a lipidek az alsé fazisba (diklormetan)
keriilnek.

3. A mintat a kdvetkezd napon centrifugaljuk (1500 g 2 percig), majd az also szilard és
a felsd vizes fazis koziil pipettaval szivjuk ki a diklormetanos fazist.

4. A leszivott diklormetanos fazist sziirjiik at télcsérbe helyezett szlirGpapiron, majd a
szlir6papirt még 3 x 0,75 ml diklormetannal mossuk at a kémcsobe.

5. Az atszlrt fazisbol kiilonitsiink el 1 ml-t a biomassza becslésre.

A csak biologiai membranokban eléforduld foszfolipid-foszfat meghatarozason
alapulé biomassza mérési technikaval (lasd 32. GYAKORLAT) a bioldgiai aktivitasrol
ugyan nem kapunk informdciot, de lehetdvé valik a kornyezeti mintdk (els6sorban nagy
biomasszaval jellemezhetd kornyezetek, pl. talajok, szennyviziszap, biofilm) viszonylag olcso
¢és gyors mikrobidlis elemzése (feltéve, hogy a ndvények és ndvényi maradvanyok a mintabol
nagy hatasfokkal eltavolithatok). A moddszer soran a teljes biomassza meghatarozhato a
foszfolipidek foszfat tartalméanak foszfat ionokkd valo alakitasa, festheté komplexbe vitele és
spektrofotometrids mérése révén. Mivel a sejtek lipid-foszfat tartalma erds korrelaciot mutat a
sejtek szén tartalmaval, a kapott foszfat értékek megfeleld konverzios faktor segitségével C/g
minta szarazsulyra szdmolhatok.
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32. GYAKORLAT
Kornyezeti mintak biomasszajanak becslése foszfolipid foszfat alapon

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
talajminta
tiledék minta
szennyviziszap minta

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
2-4 ml-es ampullak
Pasteur pipettak (zsirtalanitva)
oldoszerek (diklormetan, metanol, foszfatpuffer)
automata pipetta, pipettahegyek
blokk termosztat
méro oldat (0,1 mM glicerin-foszfat oldat)
kalium-perszulfat telitett oldata
ammonmium molibdenat oldat
malachitzdld oldat
mérohenger
f6zOpohar
elektromos f6zdlap
vakuum exikator
szlirOpapir
jol zarhat6 tivegcs6
spektrofotométer

A vizsgalat menete

1. Az el6készitett 1 ml mintdbdl (lasd 31. GYAKORLAT) mérjiik 3 parhuzamosban
150-150 pl-t ampullékba és lassuk el a csoveket megfeleld feliratokkal.

2. A kalibrécios gorbe felvételéhez készitsiink 0,1 mM glicerin foszfat oldatbol higitési
sort (0, 1,5, 3, 6,9, 12 és 15 nM foszfatot tartalmazzon) és ezeket is tegylik ampullakba.

3. A mintacsovekbdl €s a kalibracids sorbdl is parologtassuk el az oldoszert tligyelve
arra, hogy a mar beszaradt mintak minél kevésbé érintkezzenek oxigénnel.

4. Adjunk minden ampullahoz 450 ul kalium-perszulfat oldatot, majd a csdveket zarjuk
le szorosan és a foszfat felszabadulas (lipidek oxidacioja) érdekében egy €jen at inkubaljuk
100 °C-on blokk termosztatban.

5. Masnap hiitsiik a mintdkat szobahOmérsékletlire, és adjunk hozzajuk 100 pl
ammonium-molibdenat oldatot, majd hagyjuk allni 10 percig (komplex képzés).

6. Ezt kovetden adjunk a csovekhez 450 pl malachitzold oldatot (komplex megfestése).

7. Ertékelés soran a standard oldatok és a mintak optikai denzitasat spektrofotométer
segitségével 610 nm-en hatarozzuk meg, majd a kalibracios gorbe felvétele utan szamitsuk ki
az egyes mintak foszfolipid foszfat tartalmat. A foszfat tartalom alapjan hatdrozzuk meg a
mintak szerves szén tartalmat (100 nmol foszfat 191,7 ng szerves C-nek feleltethetd meg),
amely alapjan a biomasszara lehet kovetkeztetni.

Az individuum (egyed) fogalma az algologidban pontosan nem tisztazott, s nehezen is
tisztdzhat6. Az egysejtli, koloniat nem alkotd fajokndl az egyedszdm ¢és a sejtszdm
megegyezik. A stabil sejtszamu condbiumokndl az egyed azonos a condbiummal, ami pl. a
Scenedesmus fajoknal altalaban 4 sejt, de pl. a Coelastrum és a Pediastrum fajoknal 8-16-32-
64 sejtes conobium is el6fordulhat egyetlen populdcidban. Még pontatlanabb az egyed
fogalma a fonalas algak esetében (pl. Oscillatoria, Ulothrix, Cladophora, Spirogyra), ahol a
fonalat lehet egyednek tekinteni, de itt néhany sejttdl akar néhany szaz sejtig is valtozhat a
fonal mérete. Ugyanez a helyzet a laza koloniat alkoté fajoknal, pl. Microcystis,
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Gomphosphaeria, amelyek folyovizekben egy vagy egynéhany sejtes formaban is
megtalalhatok, mig allovizekben sok ezer sejt is egyiitt maradva alkothatja az egyedet.
Latszolag pontosabb lehetne a sejtszam/ml érték, de épp az utobbi fajok esetében igen nehéz a
pontos sejtszdmot megadni. Mindez ndveli a szamolas pontatlansagat. A fenti bizonytalansag
kikiiszobolhetd, ha nem egyedszdmot, hanem az egyedszamokbdl (sejtszamokbol) szamitott,
mért biomassza-adatokat kozoljik. Az alga biomassza meghatirozas (lasd
33. GYAKORLAT) mellett sz6l egy masik lényeges érv is. Az algak mérete, és fOleg
sejttérfogata, tObb nagysagrenddel eltér egymadstdl, s ezek a nagyon eltéré méretli fajok
egyetlen mintaban megtaldlhatok. Mivel az egyedszam/ml érték alapjan a kiilonbozo vizek
fitoplankton tomegének dsszehasonlitasa nehéz a Viz Keretiranyelv (VKI) altal eldirt felszini
vizek Okologiai allapotértékelése soran az egyedszam helyett a fitoplankton biomasszajat
hatarozzuk meg, ami a hazai gyakorlatban a klorofil-a tartalom meghatarozasa mellett a mésik
,modul” az 6kologiai allapotbecslés soran (http://www.vizeink.hu/?module=doklista&{=14).

33. GYAKORLAT
Térfogatmérésen alapulé biomassza becslés (algamintak mennyiségi vizsgalata)

A vizsgalat targya, a vizsgélt mikroorganizmus
Lugol-oldattal tartésitott, meritett vizminta, fitoplankton szervezetek
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
forditott mikroszkop
okularba helyezett szamlalohalod
okular mikrométer
2 ml-es szamlalokamra
papirvatta
A vizsgalat menete
1. Az Utermohl-féle modszerrel végzett algaszam becslést (lasd 24. GYAKORLAT)
azzal egészitjiik ki, hogy okular mikrométer segitségével minden faj esetében lemérjik 10-
10 egyed azon méreteit, amelyek sziikségesek a térfogatanak a kiszamitasahoz (a térfogat
kiszamitasa érdekében az algat a hozza legjobban hasonlito mértani testre, vagy testekre
egyszerUsitjiik). Néhany fontosabb alganemzetség térfogatanak kiszamitdsi modjat és az
egyes mértani formak térfogatszamitasat Acs és Kiss (szerk. 2004) konyvében taléljuk meg.
2. Egy-egy alga egyedszamat megszorozzuk annak térfogataval, majd az értékeket
fajonként 6sszegezve kapjuk meg az Ossztérfogatot. Az algak fajlagos tomegét 1-nek véve ez
egyben a biomassza is lesz, melyet 4ltaldban mg/1-ben fejeziink ki.
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6 TENYESZTESEN ALAPULO ELJARASOK

6.1 A kornyezetiinkben levé mikroorganizmusok és hatasuk kimutatasa

A természetben nyitott szemmel jar6 ember mar a legkorabbi idOkben észlelte a
mikrobdk szemmel lathato képzédményeit (pl. teleptesteit, termdtesteit), valamint a
mikrobialis anyagcsere eredményét, hatdsait, legyenek azok karosak (pl. mérgek, ragalyos
betegségek), vagy hasznosak (pl. tejsavas erjedés, ecetesedés), bar magukrol a mikrobakrol
nem rendelkeztek kell6 ismeretekkel. Egy foltos alman még egy biologus sem feltétleniil tudja
megkiilonboztetni a baktérium, gombakartevd, vagy éppen rovar hatdsara kialakult ,,foltokat”.
Sok esetben még az erre szakosodott novénykortan szakértének is specidlis vizsgalatokra,
miiszerekre van sziiksége a diagndzishoz. Ugyanakkor az 0Osi megfigyelések alapjan a
mikrobialis hatdsokra tobb ezer éve kialakultak hasznosité technologiak. Az alkoholos italok
készitése, a savanyitds eljarasai, vagy a mérsékelt égov rostnovényeibdl a szalak aztatasos
kinyerése soran Osi idOk ota mikrobdk tobbé-kevésbé szelektiv tenyésztését végezziik,
valamint jellegzetes enzimaktivitdsaikat hasznaljuk ki. Ezek legtobbje laboratoriumi
koriilmények kozott is megvaldsithatd és a folyamatokat ma mar az abban szerepet jatszo
mikrobak ismeretében mikrobiologiai modszerek alkalmazéasaval is nyomon kovethetjiik
(Borsodi és Marialigeti, 2015).

A Kkaposztasavanyitas (lasd 34. GYAKORLAT) soran a kéaposzta novényen ¢€s a
savanyitashoz alkalmazott eszkozeinken megtaldlhaté tejsavas fermentald baktériumok
elsddleges (azaz energetikai) anyagcseréjét hasznaljuk ki. A fermentacid terméke, a tejsav
révén kialakul6 alacsony pH nemcsak a savanyu kdposzta jellegzetes domindns izét adja, de
egyben tartésit is. Megakadalyozza a romlédst okozd mikroorganizmusok mikddését,
szaporodasat. A nyers, sarvalt kaposzta esetében a tejsavas fermentald baktériumok
megkivant szelektiv szaporodasat az erdteljes sozassal érjik el. A s6 a vegyes
mikrobakdzosség sok tagjanak gétlasa mellett segit, hogy a kaposzta levet eresszen (a
sejtekbol vizet von el).

A horddkba tomoritett s6zott sarvalt kdposztat lezarva (a levegd oxigénjétdl elzarva)
pincehideg helyen 6-8 hétig érlelik. Ez 1d6 alatt kialakul az ehetd savanyt kaposzta a
kovetkezOkben jelzett baktérium élettani csoportok hatdsara:

— vegyes savas fermentalok, zomében az Enterobacteriaceae csaldd tagjai;

— heterolaktikus fermentalok, pl. Leuconostoc mesenteroides;

— homolaktikus fermentalok, pl. Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum.

34. GYAKORLAT
Savanyu kaposzta laboratériumi eléallitasa

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
a savanyu kaposzta készités jellegzetes fermentald baktériumkozosségei
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
2 kg (sarvalt) fejes kaposzta
milanyag fedeles erjesztd edény
50 g konyhaso (3 evOkanalnyi)
fliszerek
,kaposztakd” (pl. faspatula, kavicsok) a kaposzta tomoritéséhez
mikroszkop
A vizsgélat menete
1. Vagjuk finomra a fejes kaposztat.
2. Egy nagy milanyag edényben keverjiik Ossze a kéaposztit soval és fliszerekkel
(babérlevél, bors stb.) nagyon tisztara mosott kézzel.
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3. A mianyag erjesztd edénybe toltsiik bele az eldkészitett kaposztat és kézzel jol
nyomkodjuk le. Tegylink a tetejére megfeleld méretii tiszta kavicsdarabot és zarjuk be az
edényt. Feliratozzuk és helyezziik a hiitészobaba.

4. Szobahdmérsékleten 10-12 nap alatt megérik, 10 °C-os homérsékleten 6-8 hétre van
sziikség. Hetente ellendrizziik az edényt, a 1¢ tetején kialakult gomba/baktérium bevonatot
(,,folt”) tavolitsuk el (Petri csészébe szedjiik le steril vegyszerkanallal). Ha nem elegend6 a 1€
mennyisége (nem fedi el a kaposztat), akkor sos vizzel (3 tomeg %-0s) potoljuk.

5. Hetente ellendrizziik a pH alakulasat pH papir segitségével. Amikor a pH 3,5-4,0
kozotti, a kaposztalébdl vett mintan végezziink Gram festést (lasd 55. GYAKORLAT) és
figyeljiik meg a baktériumokat. Kostolassal is meggy6zddhetiink az érett savanyl kaposzta jo
izérol, allagarol.

A pektinek nagy poliszacharid molekuldk, amelyek f6 alkotorésze a néhany széaz
polimerizaltsagi foku poligalakturonsav. Pektinaz(ok)nak a pektin poliszacharidokat bontd
valtozatos enzimeket nevezzik, vagyis egy kiillonb6zé bontd aktivitasi enzimekbdl alld
enzimkeverék. A pektin a novényi sejtfal ,,kocsonyds” alkotoeleme, amely az egyes sejtek
egymashoz és mas sejtfalkomponensekhez (celluldoz rostok) kotéséért felelds, illetve egyes
rostok, celluloz szalak pektin matrixba dgyazva fordulnak el a ndovényekben. A pektindz
enzimek (néhany cellulazzal egyiitt) az éré novényi termésekben jellegzetesen eldfordulnak.
Hatédsukra puhulnak meg, pl. a gylimolcsok. A pektindz enzimeket az iparban is kiterjedten
alkalmazzak novényi anyagok ,,puhitasara” (lasd 35. GYAKORLAT), bontasara, igy pl.
gylimoélcslevek készitése soran, vagy novényi rostok kinyerésére. A leggyakrabban a
poligalakturonaz enzimeket hasznéljak. Pektindzokat — patogenitasi faktor — novényi
korokozok is termelnek. Ezzel segitik el6 a novényi sejtekbe valo bejutast. Igy pl. a Monilinia
fructigena gomba, vagy a lagyrothasztd6 Erwinia carotovora baktérium is termel pektinazt
(lasd 36. GYAKORLAT). Megjegyezziik, hogy a pektindz hatasara létrejovo kiilonbozd
oligoszacharidok a novény védekezési reakcigjat valtjak ki.

Az Erwinia carotovora az egyik legjelentdsebb tarolasi kartevd. A zoldségfélék
lagyrothadéasat okozza. E Gram-negativ baktérium mellett az ipar évszdzadokon at alkalmazta
a Gram-pozitiv anaerob sporas palcak (Clostridium spp.) pektinbontd hatdsat a len-,
kenderaztatasban a ndvényi rostok kiszabaditasara.

35. GYAKORLAT
Kenderaztatas — pektinaztermelé anaerob rothaszto baktériumok kimutatasa

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus

pektinaztermeld talajbaktériumok (pl. Clostridium spp.)
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

pamutcérna

kémcsd

talayminta

mikroszkop
A vizsgélat menete

1.4-5 cm-es len, vagy kenderndvény darabokbol pamutcérnaval kossiink vékony
koteget.

2. Ontsiink egy kémcsébe félig vizet, vegyszerkanallal tegyiink bele grammnyi talajt,
majd a len, vagy kenderkoteget is helyezziik bele. Feliratozzuk a csdveket!

3. Fogjuk kémcsdfogoba a kémcsovet €s Bunsen-égdvel forraljuk a tartalmat 3-5
percig. Ez id6 alatt a novényi anyag atnedvesedik, a talajban pedig a legtobb nem sporaképzd
szervezet elpusztul és — nem utolsdsorban — a vizbdl kihajtjuk a benne oldott oxigént.

4. Csinaljunk olyan kontrollt is, ahol a talajt csak a forralas utan tessziik a kémcsdbe.
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5. Egyheti 28 °C-os  inkubdlast koOvetéen  végezziink  sporafestést  (lasd
57. GYAKORLAT) a kémcsdtenyészetekbol (pl. a csipesszel kivett len-, vagy
kenderkdtegbdl kipréselt folyadékbol). Ellendrizziik a ndvényanyag rostokra ,,foszlasat”.

6. Figyeljiik meg a sporaképzé baktériumok jelenlétét mikroszkoppal.

36. GYAKORLAT
Lagyrothaszté baktérium hatasanak tesztelése

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Erwinia carotovora
Escherichia coli
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
burgonya, sargarépa
szike, vagy kés
steril desztillalt viz kémcsdben
pipetta, steril pipettahegy
steril Petri-csésze
steril megnedvesitett vattapamat
A vizsgalat menete

1. Mossuk meg a burgonyat, ill. sargarépat ¢€s alkoholos leégetéssel sterilizalt (lasd
25. GYAKORLAT) késsel el6szor vagjunk ,,héj nélkiili” tombot steril Petri csészében, majd
frissen leégetett késsel 2-3 mm vastag szeleteket. Helyezziik a szeleteket steril Petri csészébe
¢s tegylink melléjiik vattapamatot (2-4 szelet Petri csészénként).

2. Készitstink kaccsal baktériumszuszpenziot, majd oltsuk be 100-100 pL
szuszpenzioval a szeleteket. Ne feledjilk a Petri-Petricsészék gondos feliratozasat
(6sszejeldlve az aljat a fedéllel).

3. Egyheti 28 °C-os inkubdlast kdvetden ellendrizziik a zoldségszeleteket. Figyeljiik
meg a lagyrothadast. Készitsiink mikroszkopi preparatumot, pl. Gram-festés segitségével
(lasd 55. GYAKORLAT).

4. JegyzOkonyvezziik eredményeinket.

A Clostridium perfringens a tejben 1év0 laktdzt nagyon gyorsan erjeszti intenziv sav-
és gazképzddés kozben. A képzddd sav a kazeint (tejfehérje) koaguldlja, az erdteljes
gazképzddés az alvadékot darabokra szaggatja, és az igy létrejovd bizarr alaki kazein
csapadék (stormy clot) jellegzetes. Ezt a fajta fermentéciot ,,viharos” erjedésnek nevezik
(lasd 37. GYAKORLAT). Ha a tej vizsgalata soran ,,viharos” erjedéssel taldlkozunk, az a tej
tisztatlan kezelését, tehéntragyaval, talajjal valo fertdzését jelenti.

37. GYAKORLAT
A tej ,,viharos” erjedése

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Clostridium perfingens szuszpenzio
talaj

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
nyers tej
vazpar
3 steril kémcso
pipettak
vizfiirdd
Bunsen-¢g6
termosztat
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Gram-festéshez anyagok (lasd 55. GYAKORLAT)

A vizsgalat menete

1. A kémcsovekre irjuk rd a vizsgalatra vonatkozo azonositod jelzéseket és az atoltas
idépontjat.

2. Pipettazzunk 10-10 ml tejet a kémcsovekbe.

3. Oltsuk be az egyik kémcsovet baktériummal, a mésikat talajmorzsaval, a harmadik a
kontroll.

4. Ontsiink a kémcsdvekbe vazpart kériilbeliil 1 cm magasan.

5. Helyezziik mindhdrom kémcsovet 80 °C-os vizfiirdobe 5 percre.

6. A kémcsoveket helyezziik 37 °C-os termosztatba ¢s inkubaljuk 48 oraig.

7. Vizsgaljuk meg a csoveket, majd végezziink egy-egy mintaval Gram-festést (lasd
55. GYAKORLAT).

6.2 Taptalajkészités

A mikroorganizmusok hagyomdanyos vizsgéalata laboratoriumi koriilmények kozott
tiszta tenyészeteken torténik. Tenyésztésiikre kiilonféle Osszetételli taptalajokat
hasznalhatunk. A téptalajoknak fedezniiilk kell a mikrobdk valtozatos tapanyag- ¢&s
energiaforras-igényét, valamint biztositaniuk kell a megkivant fizikai-kémiai koriilményeket
(1. tablazat).

1. tablazat A mikrobioldgiai vizsgalatok soran hasznalt taptalajok alapvetd 6sszetevoi

Taptalaj osszetevo Mennyiség
H-donorok ¢és H-akceptorok 1-15¢g
C-forras 1-20 g
N-forras 0,2-2 g
szervetlen tapelemek (pl. S, P) 50 mg
nyomelemek 0,1-1 mg
novekedési faktorok (pl. vitaminok) 0,1-1 mg
szilardit6 anyag (pl. agar) 3-20 g
pufferold anyagok g.s.
oldoszer (pl. dH>O) 1 000 ml

A mikrobiologiai laboratoriumi gyakorlatok soran felhasznalt taptalajokat kiilonb6z6
szempontok szerint eltéré csoportokba sorolhatjuk (2. tdblazat).

2. tablazat A mikrobiologiai taptalajok csoportositasa

Csoportositasi szempont  Tapkozeg tipusa

Halmazallapot folyékony
félszilard
szilard

Osszetétel komplex
félszintetikus
szintetikus

Felhasznalas alap (fenntartd)
differencialo
szelektiv
dusito

Oxigén viszony aerob tenyésztéshez
anaerob tenyésztéshez
PRAS
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A folyékony tapkozegek (taplevesek) rendszerint a vizsgalt mikroorganizmus
novekedéséhez sziikséges komponenseket tartalmazo vizes oldatok. A tapleveseket megfeleld
mennyiségll szilarditd anyaggal kiegészitve félszilard, vagy szilard taptalajokat kapunk. A
félszilard taptalajok kis mennyiségli agarral késziilnek, ami a konvekcids aramlasokat és igy a
reoxidaciot is csokkenti. Szilarditdé anyag pl. az agar-agar (tengeri algabol késziild
poliszacharid, amit 0,3-3%-ban hasznalunk, dermedése a koncentraciotol fiiggden 38 °C-on,
mig olvaddsa 85°C felett torténik), a gelldngumi (Sphingomonas spp. altal termelt
poliszacharid, ami a szilarditashoz 0,5-1,0% koncentraciot igényel), a zselatin (polipeptid, 10-
30%-ban hasznalatos, dermedése a koncentracidtol fiiggéen 35 °C koril torténik) és a
szilikaggél (anorganikus kovasav gél, amit foként szintetikus taptalajokhoz alkalmazunk).

A komplex taptalajok igen kiilonb6zd, kémiailag — legalabbis részben — pontosan nem
meghatarozott anyagokbol (pl. majkivonat, huskivonat, zabpehely, kukoricalekvar, burgonya)
késziilnek. A szintetikus taptalajok mindségi és mennyiségi Osszetétele is pontosan ismert €s
meghatarozott.

Az alap (fenntartd) taptalajok Osszetételiikk alapjan a mikrobdk fizioldgiai csoportjai
minél tdgabb korének tenyésztésére hasznalhatok, specialis adalékanyagot nem tartalmaznak.
A differencialé taptalajok a kiillonb6zé mikrobak telepképzés, tenyésztési tulajdonsagok
alapjan torténd elvalasztasara és azonositasara alkalmasak. Altalaban specialis indikétor
anyagokat tartalmaznak, melyek kiilonféle anyagcsere reakciokat jeleznek. A szelektiv
taptalajok a benniik levé gatld, illetve serkentd anyagok segitségével meghatarozott
mikroorganizmusok szaporodasat, novekedését masokéhoz viszonyitva eldsegitik vagy
gatoljak.

Az anaerob szerevezetek tenyésztéséhez sziikséges megfelelden kis redoxpotencial
érteket (En <-60 mV) reduktiv tulajdonsagi vegyiiletek (pl. natrium-tioglikolat, cisztein)
hozzaadasaval érhetjiik el. A PRAS (Pre Reduced Anaerobically Sterilized) taptalaj szintén
reduktiv tulajdonsagu vegyiileteket (pl. ciszteint, aszkorbinsavat) tartalmaz, és sterilizalasa az
autoklavban anoxikus kdrnyezetben (pl. CO, atmoszféraban) torténik.

A mikrobioldgiai laboratériumi gyakorlaton készitett szilard taptalajok, — mint a
ferde agar (lasd 38. GYAKORLAT), vagy a tapagar lemez (lasd 39. GYAKORLAT) —
jelentdsége abban rejlik, hogy a feliiletiikon ndvé mikroorganizmusok jol megfigyelhetdk,
elkiilonithetdk, €s ez altal lehetdve teszik a tiszta tenyészetek 1étrehozéasat, tovabba segitik a
baktériumok élettani, biokémiai vizsgalatat.

38. GYAKORLAT
Mikrobiologiai ferde tapagar készitése

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
ferde tapagar készitése

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
dH>O
mérOhenger
lombik
bakterioldgiai vegyszerek
laboratériumi mérleg
vegyszerkanal
bemérd csonak
1 M NaOH
1 M HCI
pH-indikator papir vagy pH-mérd
taptalaj adagolo
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cérnakesztyli
kémcsd
kémcsOkupak vagy dugo
kémcsdékosar
ferdit6 allvany
autoklav
termosztat
A vizsgélat menete

1. A mikrobiologiai taptalaj szilard Osszetevoit a recepturdban meghatarozott
mennyiségben ¢€s sorrendben egyesével (az el6z6 komponens teljes feloldodasa utan) mérjiik
be az olddoszer 9/10-nyi mennyiségét tartalmazo tiszta lombikba. Ugyeljiink arra, hogy a
kiilonbozé bakterioldgiai vegyszerekhez hasznaljunk mindig tiszta vegyszerkanalat! A
szilard Osszetevok bemérése utan az oldoszer hidnyzd mennyiségének hozzaadasaval
egészitsiik ki a tapkodzeg végso térfogatat. Ha a taptalaj hoérzékeny anyagokat (pl. cukrokat)
is tartalmaz, akkor azokat kiilon oldjuk fel, sterilizaljuk szliréssel, és csak ezt kovetden —
aszeptikus koriilmények kozott — adjuk hozza a mar autoklavozott és megfelel6 mértékben
lehiitott alaptaptalajhoz.

2. Az igy Osszeallitott és megolvasztott taptalaj megfeleld pH értékét ellendrizziik
indikator papir vagy pH-méro segitségével, és sziikség szerint (folyamatos ellenérzés mellett)
allitsuk be 1 M NaOH vagy 1 M HCI oldat kis mennyiségének hozzaaddsaval.

3. Fedjiik le a lombik szajat vattadugoval és alufoliaval, majd helyezziik autoklavba.
Végezziik el az autoklavval torténd ,,sterilizalas” miiveletét (lasd 3. GYAKORLAT) a
sterilizalasi id6 elhagyasaval. (Ennek a miiveletnek a soran a taptalajt még nem sterilezziik,
csak a hdokezeléssel elosegitjiik, hogy valamennyi komponens, pl. az agar is feloldodjon.)

4. Ellendrizzik ismét az igy elkészitett (kb. 60-70 °C homérsékletli taptalaj) pH-jat,
majd (6vatosan, nehogy megégessiik magunkat) toltsiik a taptalajt a lombikbol a taptalaj
adagoloba (pipettorba). Allitsuk be a taptalaj adagolot ugy, hogy egy-egy kémcsébe 5-6 ml-
nyi taptalaj keriiljon. A kémcsoveket zarjuk le dugéval vagy fémkupakkal, majd helyezziik
egy kémcsotartd fémkosarba.

5. A téaptalaj teljes mennyiségének kiadagolasa utdn a fémkosarban 1évo, taptalajt
tartalmazo lezart kémcsoveket tegylik az autoklavba és sterilizaljuk 20 percig 121 °C-on
(lasd 3. GYAKORLAT).

6. A sterilizalast kovetden a taptalajt tartalmazd kémcesoveket vegyiik ki a kosarbdl és
helyezziik ferdit6 allvanyra, hogy a taptalaj a kémcsOben ferde helyzetben szilarduljon meg.

7. A megszilardult taptalajokat tartalmazo kémcsoveket jeldljilk a taptalaj tipusa
szerint, és végezziink sterilitasi probat (24 orara helyezziik 28 °C-os termosztatba).

8. A kész taptalajokat szobahdmérs€kleten 1-2 hétig, 12-15°C-on vagy
hiitészekrényben hosszabb ideig is tarolhatjuk. (Az agart tartalmazo taptalajokat ne taroljuk
4 °C alatt, mert ez a hdmérséklet tonkreteszi a gélstrukturat.)

39. GYAKORLAT
Mikrobiologiai tapagar lemez készitése

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
tapagar lemez készitése

A vizsgalathoz sziikséges anyagok ¢és eszkdzok
dH>O
mér6henger
lombik
bakteriologiai vegyszerek
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laboratoriumi mérleg
vegyszerkanal
bemérd csonak
1 M NaOH
1 M HCI
pH-indikator papir vagy pH-mérd
cérnakesztyli
autoklav
Bunsen-¢go
steril {ires Petri-csésze
termosztat

A vizsgélat menete

1. A mikrobioldgiai taptalaj Osszetevdit mérjik Ossze a 38. GYAKORLAT leirasa
szerint.

2. Az igy Osszedllitott és megolvasztott taptalaj megfeleld pH értékét ellendrizziik
indikéator papir vagy pH-méro segitségével, és sziikség szerint (folyamatos ellendrzés mellett)
allitsuk be 1 M NaOH vagy 1 M HCI oldat kis mennyiségének hozzdadéaséaval.

3. Fedjiik le a lombik szajat vattadugoval és alufoliaval, majd helyezziik autoklavba ¢€s
sterilizaljuk a taptalajt 20 percig 121 °C-on (lasd 3. GYAKORLAT).

4. A kényesebb taptalajok a sterilizalast kovetden még — aszeptikus koriilmények
kozott elvégzett — utdlagos pH allitast igényelnek.

5. Cérnakesztyli haszndlatdval fogjuk a keziinkbe a még meleg (kb. 60 °C
hémérsékletit) steril tapkozeget tartalmazod lombikot, és a taptalajt még a kitdltés elott
Ovatosan ¢és egyenletesen keverjiik 0ssze a lombik lassu korkords mozgatasaval. Vegyiik ki a
lombikot lezaré dug6t, és a lombik szijat a lemezontés eldtt égessiik le a Bunsen-égo
langjaban.

6. Lemezontéskor — a steril Petri-csésze fedelét az egyik oldalon résnyire megemelve —
toltslink a Petri-csésze aljaba kb. 5 mm vastagsagban taptalajt (10 cm atmérdjii Petri-csésze
esetén ez kb. 15-20 ml-nyi taptalaj/Petri-csésze).

7. A Petri-csészéket a tdpagar megszilardulasaig tartsuk vizszintes helyzetben és ne
mozgassuk. A kész lemezeket feliratozzuk a taptalaj tipusa és a készités datuma szerint, és
végezziink sterilitasi probat (24 6rara helyezziik 28 °C-os termosztatba).

8. Amennyiben a tapagar lemezeket hosszabb ideig szeretnénk téarolni, helyezziik
azokat steril mlanyag zacskoba vagy dobozba, hogy megvédjiik a kiszaradastol.

A félszilard (0,3% agart tartalmazd) taptalajok jol hasznédlhatok pl. a baktériumok
mozgasképességének kozvetett megfigyelésére. Ezeket a taptalajokat készithetjiik kémcsOben
(magas agar), vagy Petri-csészében, szilard (2% agar tartalmt) tdplemezre rétegezve, un.
rétegzett tapagar lemezekként (1asd 40. GYAKORLAT).

40. GYAKORLAT
Rétegzett tapagar lemez készitése

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
rétegzett tdpagar lemez készitése
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
dH>O
mér6henger
lombik
bakteriologiai vegyszerek
laboratériumi mérleg
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vegyszerkanal
bemérd csonak
1 M NaOH
1 M HC1
pH-indikator papir vagy pH-méro
cérnakesztyli
autoklav
Bunsen-¢ég6
steril {ires Petri-csésze
termosztat

A vizsgélat menete

1. A mikrobiologiai rétegzett taptalaj also (szilard) és felso (félszilard) rétegéhez kiilon-
kiilon lombikban készitsiik el a taptalajokat (lasd 38. GYAKORLAT), ugy, hogy a szilard
taptalajhoz 2%-nyi, a félszilard taptalajhoz 0,3%-ny1 agart adunk.

2. Az igy Osszedllitott és megolvasztott taptalajok megfeleld pH értékét ellendrizziik
indikéator papir vagy pH-méro segitségével, és sziikség szerint (folyamatos ellendrzés mellett)
allitsuk be 1 M NaOH vagy 1 M HCI oldat kis mennyiségének hozzéadéaséaval.

3 Fedjiik le a lombikok szajat vattadugoval és alufolidval, majd helyezziik autoklavba
¢s sterilizaljuk a taptalajokat 20 percig 121 °C-on (lasd 3. GYAKORLAT).

4 El6szor a steril als6, szilard taptalajjal Ontsiink tapagar lemezeket (lasd
39. GYAKORLAT). A Petri-csészéket a tapagar megszilarduldsaig tartsuk vizszintes
helyzetben és ne mozgassuk. Ezt kovetden a mar szilard tapagar lemezekre rétegezziik a 45-
55 °C-ra lehiitott félszilard taptalajt 2-3 mm vastagsagban.

5 A kész lemezeket feliratozzuk a taptalaj tipusa és a készités datuma szerint, €s
végezzlnk sterilitasi probat (24 6rara helyezziik 28 °C-os termosztatba).

A tenyésztésen alapuld laboratériumi munkdk gyorsitdsat és folyamatossagat teszik
lehetévé a kiillonbdzd automata és félautomata eszkozok (28. abra). Ilyen példaul a mintak
higitasat és adagolasat végzd, az inokulumot a taplemez feliiletén szélesztd (spirdl-lemez),
valamint a taptalajok készitését, adagolasat segitd automata késziilék.

28. abra Félautomata tipagar lemezonto késziilék

Az egymasra rakott zart Petri-csészék (1.) nyitva esnek a késziilék belsejében mozgo szallitoszalagra. A csésze és felette a
feddje egylitt mozog az adagolocs6hoz (2.), ahol megall. Az adagolocsdvon (2.) keresztiil perisztaltikus szivattya (3.) juttatja
a felolvasztott steril taptalajt (4.) a Petri-csészébe. A szallitoszalag a megtoltott Petri-csészét a hiitd lemezre (5.) tovabbitja,
mikozben a fed6 raesik a lemezre. A t6ltési milvelet soran a csiramentességet UV fény biztositja.
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A gyakorlaton hasznalt tapagar lemezont6 automata késziilékben (lasd
41. GYAKORLAT) szallitoszalag mozgatja a Petri-csészéket, €s egy beépitett perisztaltikus
szivattyl szallitja az adagolandd taptalajt a rendszerbe. A taptalaj adagold szilikoncséd
megfeleld vastagsdga és a sok gOrgét tartalmazd specidlis perisztaltikus szivattyufe)
megakadalyozza a buborékok keletkezését a taptalajban. A toltéteret UV lampa, a taptalajt
tartalmaz6 palackot levegdsziird védi a fert6zéstol.

41. GYAKORLAT
Taptalaj készitése automata késziilékkel

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
tapagar lemez készitése

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
dH.O
mérohenger
lombik
bakterioldgiai vegyszerek
laboratoriumi mérleg
vegyszerkanal
bemérd csonak
1 M NaOH
1 M HC1
pH-indikator papir vagy pH-méro
cérnakesztyli
autoklav
steril iires Petri-csésze
termosztat

A vizsgalat menete

1. A taptalaj 6sszetevoit mérjiik 6ssze a 38. GYAKORLAT leirasa szerint.

2. A taptalajt olvasszuk meg és megfeleld pH értékét ellendrizziik indikéator papir vagy
pH-mérd segitségével, és sziikség szerint (folyamatos ellendrzés mellett) allitsuk be 1 M
NaOH vagy 1 M HCI oldat kis mennyiségének hozzaadasaval.

3. Az Osszemért taptalajt toltsiik az automata rendszerhez tartoz6 palackba, majd
helyezziik autoklavba és sterilizaljuk 20 percig 121 °C-on (lasd 3. GYAKORLAT).

4. A sterilizalt taptalajt tartalmaz6 palack tetején, az e célra specidlisan kialakitott csére
helyezziik fel a steril szlir6t, ami a tdpkdzeg csokkenésével egyidejiileg a rendszerbe keriild
levegdt sziiri meg.

5. Rogzitslik a taptalajt szallitdo szilikoncsé egyik végét a palacktetohoz, a masikat
(amelyen az adagol6 cs6 van) csatlakoztassuk a toltd automatahoz. Helyezziik a steril Petri-
csészéket a lemeztartoba.

6. Kapcsoljuk be a késziiléket (és az UV lampat is). Allitsuk be a taptalaj
rétegvastagsagat €s a toltés sebességét, majd inditsuk el a toltést.

7. A Petri-csészéket a tdpagar megszilardulasaig tartsuk vizszintes helyzetben és ne
mozgassuk. A kész lemezeket feliratozzuk a taptalaj tipusa és a készités datuma szerint, és
végezziink sterilitasi probat (24 6rara helyezziik 28 °C-os termosztatba).

6.3 Tenyésztési eljarasok

6.3.1 Dusitas

A dusito taptalajok Osszetételik alapjan alkalmasak arra, hogy bizonyos
mikroorganizmusokat a tobbi mikrobaval szemben specidlis tapanyag-hasznositasi
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képességiik, vagy mas egyedi tulajdonsaguk alapjan (pl. antibiotikum-rezisztencia, nehézfém-
rezisztencia) a tenyésztés soran felszaporitsunk. Az ilyen szelektiv tapkozegbe juttatott
mikrobak koziil azok fognak érvényre jutni, amelyek a taptalaj komponenseit hasznositani,
vagy toleralni és hasznositani képesek (lasd 42. GYAKORLAT).

42. GYAKORLAT
Dusito tenyészetek 1étrehozasa, majd tenyésztés szelektiv taptalajon

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
gazolaj bontd baktériumok
cellulézbont6 baktériumok
HgClz-rezisztens baktériumok
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
kerti talaj
gazolaj-tartalmu dusito tapleves
cellulézos dusité tapleves
HgCl,-tartalmu dusito tapleves
steril vegyszerkanal
mérleg
razotermosztat
sz¢élesztobot (sterilezéshez alkohol)
Bunsen-¢ég6
termosztat
A vizsgalat menete
1. Helyezziik a kerti talaj 1-1 g-jat vegyszerkanal segitségével a dusitd tapleveseket
tartalmaz6 lombikokba.
2. A beoltott lombikokat a jobb levegdzés érdekében tegyliik 28 °C-os
razotermosztatba.
3. A tenyészeteket inkubaljuk 1 hétig.
4. Az inkubdacios 1d6 elteltével a dusitd tenyészetekbdl, illetve az eredeti mintabol
készitsiink 5 tagt 10-es 1éptékii higitasi sorozatot (lasd 25. GYAKORLAT).
5. A higitasi sorozat egyes tagjaibol szélessziink (lasd 25. GYAKORLAT) a dusito
taplevessel megegyezd Osszetételll tapagar lemezekre.
6. A tenyészeteket inkubaljuk 1 hétig 28 °C-on.
7. Az inkubacids id6 elteltével végezziink csiraszam becslést és telepmorfologiai
vizsgalatokat.

A Winogradsky-oszlopban (29. dbra) a bentikus kornyezetben eléfordulo és
elsdsorban a kénformak atalakitasaban résztvevd anaerob anyagkdrforgalmi rendszert (az tn.
szulfurétumot) modellezhetjiik. Az oszlopban végbemend természetes szelekcids folyamatok
a fotoszintetizalo baktériumok oxigén érzékenysége alapjan kiillonb6zé mélységekben eltérd
faji Osszetételll baktériumkozosségeket alakitanak ki. A gyakorlat célja anoxikus
fotoszintetizalo €s anaerob szulfatredukald baktériumok dusitdsa és mikroszkopos vizsgalata
(lasd 43. GYAKORLAT).

43. GYAKORLAT
Winogradsky-oszlop készitése fototrof baktériumok dusitasara

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
anoxikus fotoszintetizald baktériumok
szulfatredukald baktériumok

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
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kerti vagy erdétalaj

tavi iszap

CaCOs3

CaSOq4

szlirOpapir

tivegoszlop

parafilm vagy PVC folia
A vizsgalat menete

1. Egy talban keverjliink 0ssze 100-200 g mennyiségli szitalt talajt 3-5 g kalcium-
karbonattal és 3-5 g kalcium szulfattal.

2. A szlr6papirt tépjiik apro darabokra €s keverjiik hozza a talajhoz, majd adjunk hozza
csapvizet a krémszerii konzisztencia eléréséig.

3. Ezt a dusitott talajt kb. 2-5 cm vastagsagban rétegezziik az {ivegoszlop aljara, majd
az oszlopot koriilbeliil 15-25 cm magassagban egyenletesen toltsiik fel a tavi iszappal. Az
oszlop akkor lesz megfeleld, ha nincs benne gazbuborék, és 24 oOras allas utdn mintegy
0,5 cm vizréteg fedi az iszapot (a felesleget Ontsiik le). Az tlivegoszlop tetejét a kiszaradas
elkertilése érdekében zarjuk le (pl. parafilmmel, vagy PVC f6lidval).

4. Helyezziik az oszlopot legalabb 4-6 hétig szobahdémérsékleten vildgos helyre (pl.
ablakba, de keriiljiik a kozvetlen napsugarzast, a talmelegitést).

5. Az inkubacids id0 alatt az oszlopban megfigyelhetd szinvaltozas alapjan kovessiik
nyomon az anoxikus fotoszintetizalo és az anaerob szulfatredukald baktériumok dusulésat,
majd az inkubacids elteltével dvatosan bontsuk szét az oszlopot, és végezziink mikroszkdpos
vizsgalatokat az anoxikus fototrof mikroorganizmusokkal (29. ébra).

., miianyag félia fedés
Leveg6

Aerob réteg 1-2 cm vizréteg

iszap felszin

Mikroaerofil | Nem-kén fotoszintetizald baktériumok (rozsda voros)

réteg
Anaerob réteg Bibor réteg (anaerob bibor kénbaktériumok)
Chromatium spp.
O . |
|| Zoldes-fekete réteg (anacrob zold kénbaktériumok
L] - - Chlorobiaceae; szulfat redukélok)

2,5 cm tledékréteg celluldz, gipsz és mészkdpor
dusitassal

(a) (b)
29. abra Winogradsky-oszlop

Egy harom hoénapja inkubalt oszlop (a). A Winogradsky-oszlop baktériumkozdsség szerkezetének vazlata (b).

6.3.2 Szélesztés, lemezontés

A szélesztésen alapuld modszer (lasd 44. GYAKORLAT) Iényege, hogy a vizsgalandd
mikroorganizmusokat tartalmazé mintdbol készitett higitasi sorozat egyes tagjaibol
meghatdrozott mennyiséget egyenletesen szétoszlatunk a vizsgalat céljdnak megfeleld
Osszetétell, steril taptalaj feliiletén. Lemezontés soran a mintabdl készitett higitasi sorozat
egyes tagjaibol meghatirozott mennyiséget juttatunk a kortilbeliil 50-55 °C hdmérsékletd,
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még folyékony allapota steril taptalajba, €s az igy beoltott taptalajbol steril Petri-csészékbe
lemezeket Ontiink. A szélesztést vagy lemezontést kovetd inkubacids id6 elteltével a taptalaj
feliiletén vagy a taptalaj feliiletén €s belsejében fejlodott telepek megszamlalasaval csiraszam
becslést végezhetiink, vagy a telepeket tovabbi vizsgalatok céljabol friss steril taptalajra
izolalhatjuk.

44. GYAKORLAT
Kornyezetiinkben 1évé mikroorganizmusok kimutatasa szélesztéssel

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
talajmintaban 1évé baktériumok
vizmintaban 1év6 baktériumok

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
huspepton vagy keményitd-kazein tapagar lemez
pipetta, steril pipettahegyek
99 ml-es steril viz lombikban
9 ml-es steril viz kémcsdben
kémcsokevero (vortex)
szélesztébot (sterilezéshez alkohol)
Bunsen-¢go
termosztat

A vizsgélat menete

1. A steril vizet tartalmaz6 lombikokra és kémcsOvekre még a higitasi sorozat
elkészitése elott irjuk fel a minta jelzését és a higitas fokat. A talajminta 1 g-jat mérjik 99 ml
steril vizet tartalmaz6 lombikba, és kémcsdkeverdvel alaposan keverjiik dssze. A vizmintabol
felkeverés utan 1 ml-nyi mennyiséget pipettdzzunk egy 9 ml steril vizet tartalmazé
kémcsdbe.

2. Az igy kapott szuszpenzid(k)bol 1 ml-nyi mennyiséget steril pipettaval vigyiink at
egy ujabb 9 ml steril vizet tartalmazo kémcsobe, és a kémcso tartalmat alaposan keverjiik
0ssze. Ezt a miiveletet ismételjiik meg a kivant higitasi fok eléréséig.

3. Minden Petri-csészén feliratozassal jel6ljiik a vizsgalt minta tipusat, a higitas fokat
¢s a szé€lesztés idopontjat. A megfeleld higitasi fokokbol cseppentsiink 0,1 ml-nyi
mennyiséget steril pipettdval a megfeleld taptalaj feliiletére. A szélesztébotot csiratlanitsuk
leégetéssel (martsuk alkoholba és gyujtsuk meg), majd hiitsiik le a Petri-csésze fedelének
belsd (steril) oldalan. A szélesztObot segitségével kenjiik szét egyenletesen a szuszpenziot a
taptalaj felszinén, ugy, hogy kozben a Petri-csészét forgassuk. Ugyeljiink arra, hogy
szélesztés alatt a Petri-csészéket csak résnyire nyissuk ki.

4. A szélesztéssel fertozott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefel€)
helyezziik 28 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.

5. Az inkubacios 1d6 elteltével végezziink csiraszam becslést (lasd 25. GYAKORLAT).
Ehhez a tapagar lemezeken kifejlodott telepeket szamoljuk meg, parhuzamos mintak esetén
atlagoljuk a kapott értékeket, majd szorozzuk meg a higitds fokaval. A kiilonb6z6 higitasi
fokoknal kapott eredmények ismételt atlagolasaval kapjuk meg a kiinduldsi minta egységnyi
mennyiségére becsiilt csiraszdm értéket.

6.3.3 Baktériumok izolalasa, tisztitasa

Izolalas (30. abra) soran egy tenyészetben kiilonallo telepként fejlodott sejttomeget
oltokacs segitségével a szélesztd taptalajjal azonos taptalajra oltunk (lasd 45. GYAKORLAT).
A mivelet eredményeként nyert tenyészetet izolatumnak nevezziik. Megjegyezziik, hogy
izolalas hatéarhigitas (lasd 28. GYAKORLAT) segitségével is végezheto.
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30. abra Izolalas

Megftelel6 szamozassal latunk el ferde taptalajokat, majd leégetjiik az oltokacsot (a). Az irontartassal fogott kacsot voros
izzasig hevitjiik és a befogorészt is athtizzuk a langon. A résre nyitott Petri-csészében egy baktériummentes teriileten lehiitjikk
az oltokacsot, majd a kivalasztott kiilonall6 baktériumtelepbdl kacsnyit felvesziink €s a tenyészet fedelét visszazarjuk (b). A
feliratozott ferde taptalajos kémcs6 kupakjat levessziik és a szajat leégetjiik. Ezt kovetden a kaccsal beoltjuk a taptalajt (c). A

45. GYAKORLAT
Izolatum létrehozasa ferde tapagaron

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
talajmintaban 1év6 baktériumok
vizmintaban 1év6 baktériumok

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
szélesztéssel fertdzott tdpagar lemezek
ferde huspepton tapagar
ferde keményit6-kazein tapagar
oltokacs
Bunsen-ég6
termosztat
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A vizsgélat menete

1. Az izolatumot tartalmazé kémcsovet lassuk el a mintara és az izolatumra utald
egyedi jelzéssel, €s tiintessiik fel az izolalas idépontjat.

2. Vegyiik a keziinkbe az oltokacsot €s tartsuk "ironfogassal", majd az oltokacsot
hevitsiik fel izzasig a Bunsen-¢égo langjaban. Hiitsiik le az oltokacsot a Petri-csészében 1&vo
taptalajba szrva gy, hogy koézben ne érintsiink vele kifejlodott telepeket. A lehtitott
oltokaccsal emeljiink ki egy kacsnyi sejttomeget a kivalasztott telepbdl, majd zarjuk vissza a
Petri-csésze fedelét.

3. Az oltokacsot mindvégig az egyik keziinkben tartava vegylik a masik keziinkbe a
steril taptalajt tartalmazd kémcsovet. Az oltdkacsot tartd keziinkkel (Ovatos forgatdssal)
lazitsuk meg a kémcsovet lezaré dugdt vagy kupakot, majd vegyiik le és rogzitsiikk azt az
ujjaink kozott.

4. A kémcso szajat égessiik le a Bunsen-égo langjaban, €s a kacsnyi sejttomeget oltsuk
cikk-cakk vonalban a ferde taptalaj felszinére. Ugyeljiink arra, hogy a fertézott oltokaccsal ne
érintsiik a kémcsovek szajat és belso falat!

5. Egessiik le ezutan ismét a kémcsé szajat, és helyezziik vissza a dugét vagy a
kupakot. Az atoltas szabalyainak figyelembe vételével sterilizaljuk izzitassal az oltokacsot.
(lasd 3. abra)

6. Helyezziik vissza a kémcsoveket €s az oltokacsot az allvanyba.

7. Helyezziik a tenyészetet 28 °C-os hdmérsékletii termosztatba.

8. Az inkubacids 1d9 elteltével ellendrizziik az izolatum novekedését.

A természetes ¢élohelyek térbeli és iddobeli heterogenitasanak modellezésére gél-
stabilizalt kamrak alkalmazasa nyujt lehetdséget. Ilyen kamrdkon beliil kémiai gradienst
lehet 1étrehozni: analitikai difftizids gradiens kamra (Emerson és mtsai, 1994). A kamraban
kisméretli, vizoldékony molekuldk vagy gizok hosszantartd, folyamatos gradienseinek
felallitasara van lehet6ség. A gradienst alkotd oldott anyagok folyamatosan potolhatok,
emellett a kdrnyezeti paraméterek is gradiens mentén valtoztathatok, ezaltal a természetes
koriilmények jol modellezhetdk.

Maga a kamra egy polikarbonat ,,doboz” (31. abra), amelyben egy elkiiloniilt fotartaly
talalhato, ebbe Onthetd a f€lszilard taptalaj. A fOtartaly mellett féligatereszté hartyaval
elvalasztva, tapanyagot tartalmazod melléktartalyok vannak elhelyezve. A membran

crcr

foétartalyba, de megakadalyozza a szervezetek mozgésat a gélbdl a kisebb tartalyok felé.

feliil nézet

) tartaly
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31. abra A gradiens kamra felépitése
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A diffazioés gradiens kamra eldnyei koézé tartozik, hogy konnyli kezelni, a fotér
gazosszetétele folyamatosan nyomon kovethetd, valtoztathatd, igy egyarant lehetséges a
kamrat oxikus vagy anoxikus koriilmények kozott mitkodtetni. A kamra kiilondsen érdekes
felhasznalasi teriilete az 0j tulajdonsagokkal rendelkez6 szervezetek izolalasa.

Kevert tenyészetek kialakuldsa, vagyis két vagy tobb mikroba egyiittes szaporodasa
esetén tobb lehetdséggel szamolhatunk: 1/ mindegyik mikroba képes a masiktol fiiggetleniil is
novekedni; 2/ az egyik mikroba termel valamilyen anyagot, ami lehetové teszi a a masik
mikroba ndvekedését is az adott taptalajon (szinergizmus); 3/ az egyik mikroba altal termelt
anyag gatolja a masik novekedését (antagonizmus); 4/ az egyik mikroba a masiknal gyorsabb
novekedésre képes, ezaltal az utobbi ndvekedése korlatozott lesz a 1étfontossagl tdpanyagok
felhasznalasa miatt. A kevert tenyészetek mikrobioldgiai vizsgalata a kiilonb6z6 mikrobak
eltérd anyagcsere tulajdonsagai miatt altaldban nem ad kielégitd eredményt, ezért sziikséges a
tiszta tenyészetek 1étrehozdsa (lasd 46. GYAKORLAT). A tiszta tenyészet mas
mikroorganizmusoktél mentes, egyetlen sejtbdl, vagy telepképzé egységbdl fejlodo sejttomeg,
amely a baktériumok faji szintli azonositasanak és egyéb vizsgalatanak is alapjaul szolgal.

(a) (b)

32. abra Tiszta tenyészet l1étrehozasa oltékacs segitségével

A kevert tenyészetbdl készitett szuszpenzid kacsnyi mennyiségével csikolatot készitve fertdzziik egy Petri-csészés
tapagarlemez egyik negyedét (1.). Leégetjiik az oltokacsot és a steril kaccsal a lemez masodik negyedét is csikolatot készitve
fert6zziik gy, hogy az elsé csikolatbdl inditjuk ezt (2.). Megismételjiik ezt a miiveletet a lemez harmadik (3.) és negyedik
(4.) negyede esetében is (a). A megfeleld ideig tart6 inkubalast kovetden kindtt koloniak kdzott megkeressiik az eltérd

bekovetkezése.

46. GYAKORLAT
Tiszta tenyészetek 1étrehozasa kevert tenyészetbol

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Serratia marcescens €s Micrococcus luteus torzsek kevert szuszpenzioja
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
huspepton tapagar lemez
oltokacs
Bunsen-ég6
termosztat
A vizsgélat menete
1. A Petri-csészét lassuk el a mintéra és a tisztitasi miivelet iddpontjara utal6 jelzéssel.
2. Vegyik a keziinkbe az oltokacsot ¢és sterilizaljuk az oltokacsott Bunsen-égo
langjaban torténd izzitdssal (lasd 3. dbra), majd hiitsiik le a Petri-csészében 1évd steril
taptalajba szurva (30. abra).
3. Az oltdkacsot mindvégig az egyik keziinkben tartava vegyiik a masik keziinkbe a
baktériumtenyészetek kevert szuszpenziojat tartalmazéd kémcsovet. Az oltokacsot tartd
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keziinkkel (6vatos forgatassal) lazitsuk meg a kémcsdvet lezardo dugot vagy kupakot, majd
vegyiik le és rogzitsiik azt az ujjaink kozott.

4. A kémcso szajat égessiik le a Bunsen-€g6 langjaban, ¢s emeljiink ki egy cseppnyi
sejttdmeget a szuszpenziobol. Egessiik le ezutan ismét a kémesd szajat, és helyezziik vissza a
dugo6t vagy a kupakot, majd tegyiik vissza a kémcsovet az allvanyba.

5. A fertdzott oltokaccsal végezziink stirti cikk-cakk vonalban leoltast a Petri-csészében
1évo taptalaj feliiletének kb. egyharmadan. Ezt kovetden égessiik le Gjra az oltokacsot, majd
hiitsiik le a Petri-csészében 1évo taptalaj steril részében (32. abra).

6. Ujabb inokulalas nélkiil végezziink tovabboltist a Petri-csészében 1évé taptalaj
felszinének masodik harmadan igy, hogy az 0j oltasi vonallal részben keresztezziik az el6z6
oltasi vonalakat, ezaltal higitjuk a taptalaj feliiletére felkent kevert szuszpenziot.

7. Ismételjik meg a sterilizalast és a tovabboltasi miiveletet a Petri-csészében 1évo
taptalaj feliiletének harmadik harmadan is. Sterilizaljuk az oltokacsot és helyezziik vissza az
allvanyba.

8. Helyezziik a Petri-csészét 1 hétre 28 °C-os hdmérsékletli termosztatba.

9. Az inkubacids id0 elteltét kovetden megfigyelhetjiik, hogy a folyamatos higitas €s
tovabboltds eredményeképpen a tapagar lemeznek lesznek olyan részei, ahol a kiilonallo
telepek mar csak egyetlen sejtbol fejlédnek (33. dbra). Ezeknek a telepeknek az
Ujraizoléalasaval (1asd 45. GYAKORLAT) tiszta tenyészeteket hozhatunk 1étre (34. dbra).

34. abra Izolalas Petri csészében szélesztett tenyészetbdl, a tapagar feliiletérdl (Foto: Vajna B.)

Egy vizminta izolatumai.
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6.3.4 Anaerob tenyésztési technikdk alkalmazasa

A mikrobioldgiai laboratériumi gyakorlatok soran vizsgalt legtobb baktérium jol
novekszik és szaporodik normal (21%-o0s) légkori oxigénkoncentracional. A szigortian aerob
(més néven obligadt aerob) szervezetek (pl. Micrococcus luteus, Bacillus subtilis)
respiratorikus anyagcseréjiik soran kizardlag a molekularis oxigént tudjadk végso
elektronfelvevoként haszndlni. A fakultativ aerob (vagy fakultativ anaerob) szervezetek (pl.
Escherichia coli) legjobban szintén normal 1égkori oxigénkoncentracioknal névekednek, de
alternativ anyagcsere folyamatok (pl. fermentacid) mukddtetésére vald képességiik miatt az
oxigén hidnya sem  korldtozza novekedésiiket ¢és  szaporodasukat. Bizonyos
mikroorganizmusok azonban csak csokkent oxigénkoncentracid értékek mellett, vagy a
1égkori oxigén teljes hianyaban képesek novekedni €és szaporodni. A mikroaerofil szervezetek
(pl. Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni) altalaban 5-15%-o0s oxigén koncentraciot
igényelnek. Az aerotolerans anaerob szervezetek (pl. Streptococcus pyogenes) anyagcseréjiik
sordn ugyan nem hasznositjak az oxigént, de elviselik annak jelenlétét. A szigortian anaerob
(mas néven obligat anaerob) szervezetek (pl. Methanobacterium palustre, Clostridium
sporogenes) anaerob respiratorikus vagy fermentativ anyagceserét folytatnak és 1égkori oxigén
jelenlétében altalaban gyorsan elpusztulnak.

Az anaerob baktériumok tenyésztésére szamos modszer 1étezik és a hasznalni kivant
eljarast érdemes annak alapjan megvalasztani, hogy a kitenyészteni kivant szervezet mennyire
oxigénre még nyomokban is érzékeny baktériumok (pl. metanogének, szulfatredukalok)
tenyésztésére a legalkalmasabb a kiilvilaggal zsilipkamran keresztiil érintkez6 anaerob
rendszer (35. abra) alkalmazasa, amelyben az anoxikus kornyezet folyamatosan fenntarthato,
mikdzben benne kesztyik segitségével mikrobioldgiai miiveletek (pl. mikroszkopizalas,
torzsek izoladlasa, atoltasa) végezhetdk. A rendszerbdl az oxigént nyomascsdkkentéssel
kombindlt anaerob gaz atoblitéssel (pl. N») tavolitjuk el, majd gyengén pozitiv nyomas mellett
anaerob gazkeveréket (pl. 10% Hz, 10% CO2, 80% Nz) vezetiink bele. A nyomokban
jelenlévd oxigén kimutatdsa metilénkék, vagy rezazurin redoxindikatorokkal torténik, mig
eltavolitasara palladium katalizatort hasznalunk. A rendszerbe helyezett aktiv szén a
kénhidrogén, illetve mas katalizator-, illetve sejtmérgek megkotését szolgalja.

35. abra Kesztyiis benyulasu anaerob rendszer

A mintat anaerobizalhato zsilipkamran (1) keresztiil juttatjuk be a munkatérbe (2). A munkatérben a mikrobioldgiai
miveleteket (higitas, szélesztés, izolalas, atoltas stb.) kesztyilik (3) segitségével kiviilr6l benytlva végezziik.
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Olyan mikrobakat, amelyek a nyomokban jelenlévé oxigénre kevésbé érzékenyek €s az
atmeneti (pl. a mintafeldolgozas soran jelenlévd) magas oxigén szintet endospora alakjaban
talélni  képesek, sikeresen tenyészthetjik anaerob tenyésztéedényekben (lasd
47. GYAKORLAT). Az anaerob tenyésztéedények (36. dbra) kb. 3-10 1 Girtartalmu, palladium
katalizatorral, illetve egyszer hasznalatos Ho+CO> generatorral és redoxindikatorral miikodo,
altalaban atlatszo polikarbonatbol késziilt, zarhatd berendezések. Miikodésiik 1ényege, hogy a
légkori oxigént a késziilékben fejlesztett hidrogénnel palladium katalizator segitségével
egyesitjiikk. A reakcid lassu €gés, végterméke viz. Ho+CO; forrasként folia tasakba zarva két
tablettat talalunk, melyek koziil az egyik natrium-borohidridet (NaBH4) tartalmaz, amely
vizzel reagalva hidrogént termel, a masik tabletta pedig -citromsav ¢és natrium-
hidrogénkarbonat (NaHCO3) keveréke, mely vizzel érintkezve CO» fejlddése mellett oldodik.

: —ft ]

36. abra Anaerob tenyészto edény rajza

1. zar6 rendszer, 2. fedd, 3. palladium katalizator, 4. Hz és COxz fejlesztd tasak, 5. redox indikator, 6. tapagar lemezek

47. GYAKORLAT
Clostridiumok tenyésztése anaerob tenyésztéedényben

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Clostridium sp.

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
talajminta, vagy tavi iszap
9 ml-es steril viz
kémcsokeverd (vortex)
Wilson-Blair-féle bizmut-szulfit tdpagar lemez
pipetta, steril pipettahegyek
sz¢lesztdbot (sterilezéshez alkohol)
Bunsen-¢ég6
termosztat

A vizsgélat menete

1. A Petri-csészéket lassuk el a mintara és a higitas fokara utalo jelzéssel.

2. A mintabol steril viz felhasznalasaval készitsiink 10-es 1éptékli higitasi sorozatot,
majd a higitasi sorozat egyes tagjaibol szélessziink (lasd 25. GYAKORLAT) a bizmut-szulfit
tapagar lemezekre.

3. A szélesztéssel fertdzott lemezeket helyezziik forditott helyzetben (leoltott
felszintikkel lefel¢) az anaerob tenyésztéedénybe. A redoxindikatort tartalmaz6 csikot tegylik
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a lemezek mellé gy, hogy kiviilrdl lehessen latni az indikatorcsikot (ami néhany
masodpercen beliil megkékiil). A gazfejlesztd tasak sarkat vagjuk le, és a szabadda valo résen
keresztiil pipettdzzunk a tasakba 10 ml vizet. A tenyésztéedényre tegyiik ra a fedelét és
kézzel konnyen huzzuk meg a kengyel szoritdcsavarjat, majd helyezziikk az anaerob
tenyésztoedényt 28 °C-os termosztatba 1 hétre.

4. Az inkubaciés 1id6 elteltével vegylk ki a Petri-csészéket az anaerob
tenyésztoedénybdl ¢és a  bizmut-szulfit tartalma taptalajon  kifejlodott  telepek
megszamolasaval végezziink csiraszam becslést (lasd 25. GYAKORLAT).

Az anaerob baktériumok tenyésztésének legrégebben hasznalt és legegyszeribb
modszere a redukalt félfolyékony, vagy szilard taptalajok mélyén torténé tenyésztés (lasd
48. GYAKORLAT). A tapkozegek legfontosabb tulajdonsaga a megfeleléen kis
redoxpotencidl (En < -60 mV). Ennek ellendrzését a taptalajhoz adott redoxindikator teszi
lehetové. Redoxindikatorként rezazurint vagy metilénkéket szoktak hasznalni. Redukalt
allapotban mindkettd szintelen, oxidalt allapotban a rezazurin pirosas-kék, a metilénkék pedig
kék szinli. A beoltott taptalaj lezarasaval (felolvasztott és hevitéssel sterilizalt vazelin, vagy
vazelin-paraffin 1:1 aranyu keverékének a taptalaj tetejére rétegzésével) biztosithatjuk, hogy a
taptalajba oxigén az inkubalas alatt se keriiljon. Mivel a félfolyékony taptalajok kis
mennyiségli agarral késziilnek, ezért ezek a tdpkozegek lezaras nélkiil is alkalmasak lehetnek
anaerob tenyésztésre, mert az agar a konvekcids dramldsokat, igy a reoxidacidt is
csOkkentheti, és az agarkolloid kis toménységben alkalmazva redukalé hatasti. A
redoxpotencidl tovabbi csokkentése céljabol félfolyékony taptalajokban reduktiv tulajdonsagu
vegyiileteket (natrium-tioglikolatot és ciszteint) is alkalmazhatunk.

48. GYAKORLAT
Anaerob tenyésztés natrium-tioglikolat tartalmu ,,magasagarban”

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
anaerob baktériumok
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
talajminta, vagy tavi iszap
9 ml-es steril viz
kémcsokeverd (vortex)
natrium-tioglikolat tartalmu olvasztott magasagar
pipetta, steril pipettahegyek
Bunsen-¢go
termosztat
A vizsgélat menete
1. A kémcsoveket lassuk el a mintara €s a higitas fokara utalo jelzéssel.
2. A mintabol steril viz felhaszndlasaval készitstiink 10-es 1éptékii higitdsi sorozatot
(lasd 25. GYAKORLAT), majd a higitasi sorozat egyes tagjaibol pipettazzunk 1-1 ml-nyi
mennyiséget a natrium-tioglikolatos olvasztott ,,magasagart” tartalmaz6 kémcsovekbe.
3. A beoltott kémcsoveket tegylik 1 hétre 28 °C-os termosztatba.
4. Az inkubdcios 1d0 elteltével a tipkdzeg belsejében fejlodott telepek
megszamolasaval végezziink csiraszam becslést (lasd 25. GYAKORLAT).

Az un. ,,anaerob” magasagarban torténd tenyésztés hatranya, hogy a kémcsd belsejébe
zart kolonidk nehezen vizsgalhatok és izolalhatok. Erre a problémara kindl megoldast a Petri-
csésze €s az ,,anaerob” agar egy sajatos kombinécidja a Marino-lemez (mas néven Brewer-
plate), ahol nagyobb lemezben tanulméanyozhatjuk az anaerob baktériumok telepeit (lasd
49. GYAKORLAT) és az izolalasuk is joval konnyebb.
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49. GYAKORLAT
Anaerob baktériumok tenyésztése Marino-lemezen

A vizsgalat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Clostridium sp.

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
talajminta, vagy tavi iszap
9 ml-es steril viz
kémcsdkeverd (vortex)
80 °C-os vizflirdd
olvasztott allapott RMAC tapagar
pipetta, steril pipettahegyek
alufoliaba burkolt steril iveg Petri-csésze
Bunsen-¢go
termosztat

A vizsgélat menete

1. A mintabol steril viz felhasznalasaval készitsliink 10-es 1éptékii higitasi sorozatot
(lasd 25. GYAKORLAT), a kémcsoveket lassuk el a mintara és a higitds fokara utald
jelzéssel.

2. A Clostridiumok kitenyésztése céljabol, a minta higitasait tartalmazé kémecsoveket
10 percre helyezzikk a 80 °C-os vizfiirdobe. Ezaltal az endospdora képzésére képes
szervezetekre szelektalunk.

3. Az iiveg Petri-csészéket steril fiilke alatt csomagoljuk ki, és a fedoérésziik belsd
oldalara pipettazunk 100 pl-nyi mennyiséget egy-egy adott higitasi fokbol. Ezt kdvetden
ontsiik rd a kortilbeliil 45 °C-ra hiilt tapagart, és Ovatosan keverjiik 6ssze azt az eldzdleg
odapipettazott higitott mintaval.

4. Még miel6tt a taptalaj megdermedne, helyezziik ra a Petri-csésze kisebb atmérdji
aljat, igy egy vékony taptalajréteget képeziink a Petri-csésze feddrésze €s alja kozott.

5.Ha a beoltott taptalaj megdermedt, a Marino-lemezeket csomagoljuk vissza az
alufoliaba, és 1 hétig inkubaljuk 28 °C-os hdmérsékletli termosztatban.

6. Az inkubdciés 1d0 elteltével a tapkdzeg belsejében fejlodott telepek
megszamolasaval végezziink csiraszam becslést (lasd 25. GYAKORLAT) és vizsgaljuk meg
az egyes telepeket sztereomikroszkop alatt (készitsiink telepmorfologiai feljegyzést), majd
kiséreljiilk meg a koloniak izolalasat félfolyékony magasagarba atsztrassal.

6.3.5 Tenyészetek atoltasa, torzsfenntartas, torzstarolas

A torzsfenntartas célja az, hogy a mikroorganizmusokat gy tartsuk életben, hogy
tulajdonsaguk az eredeti izolatuméhoz képest ne véltozzon. A torzsfenntartasi modszerek
mindegyike esetében lényeges kovetelmény, hogy a tarolds soran a mikrobasejtek ne
fert6zédjenek be, minél nagyobb mértékben megdrizzék életképességiiket és genetikai
allomanyuk ne valtozzon. A természetbdl jonnan izolalt mikrobdk, valamint a mar leirt,
meghatarozott torzsek laboratériumi fenntartdsa kiilonboz0 modszerekkel (pl. atoltas,
liofilizalas, fagyasztas) torténhet. A megfeleld technika kivalasztisa szdmos tényezd
figyelembevételével torténik (pl. a fenntartas célja, tervezett ideje, a mikroorganizmus
generacios ideje).

Az atoltason alapulé torzsfenntartas (lasd 50. GYAKORLAT) lényege, hogy a
baktériumtenyészeteket megteleld idokozonként friss steril tdpkdzegre vissziik at, "oltjuk"
(37. 4bra), majd inkubalast kovetden a megfelelden kifejlodott tenyészeteket 4-6 °C-on
(hiitészekrényben vagy hiitészobaban) taroljuk. Ezt a miiveletet rendszeresen, elsdsorban a
torzs sajatossagaitdl fliggd 1dokozonként (néhany hét vagy honap elteltével) meg kell
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megismételni. A modszer hatrdnya, hogy gyakori atoltas soran fennallhat a fertézodés
veszélye, tarolds kozben a tapkdzeg és a tenyészetek kiszaradhatnak, illetve a fellépd
mutaciok és a szelekcido miatt megndvekszik az esélye annak, hogy a torzs az eredetihez
képest egy id6 utan eltéré tulajdonsdgokkal rendelkezik. Ha azonban alacsony téarolasi
homérsékletet (5 °C) ¢és minimal taptalajt alkalmazunk, a mikrobasejtek anyagcseréje
alacsony szinten marad, igy a tenyészet hosszabb ideig lesz életképes, €s ezért ritkabban kell
atoltani, tehat csokken az atoltassal jard veszélyek lehetosége. Tovabba a tenyészetek
feliiletére rétegzett steril dsvanyi olaj segitségével is csokkenthetd a kiszaradas és az oxidativ
stresszhatas. A mikrobak igy akar évekig is életképesek maradhatnak. Atoltaskor célszerii a
torzseket legaldbb két példanyban fenntartani, arra az esetre, ha az egyik véletleniil
befertézddne.

(d) (e) (f)

37. abra Baktériumtenyészetek fenntartasa atoltassal

A megfeleld jelolésekkel ellatott kémcesdveket V alakban kézbe fogjuk (a szajak, kupakok ne érjenek dssze) és kéziigybe
helyezziik a leégetett oltokacsot (a). A kémcsovek kupakjat egymas utan levessziik masik keziink kisujja és gytiriis ujja kozé
fogva, mikdzben a kémcsovek szajat leégetjiik (b). Leégetjiik az oltdkacsot (c) €s az atoltasra varo tenyészetbdl egy kacsnyit

kivéve (d) atvissziik a steril ferde taptalajra és azt cikkcakkban beoltjuk (e). Figyeljiink arra, hogy az oltékaccsal ne érintsiik a

befejezéseként sterilizaljuk az oltokacsot is.
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50. GYAKORLAT
Baktériumtenyészetek fenntartasa atoltassal

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Micrococcus luteus tenyészet ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
ferde huspepton tapagar
oltokacs
Bunsen-¢ég6
termosztat
A vizsgalat menete

1. A steril taptalajt tartalmazé kémcsore irjuk rd az atoltandd tenyészet azonositd
jelzését és az atoltas idépontjat.

2. A steril taptalajt és a tenyészetet tartalmazo kémcsovet egyszerre, kozel vizszintes
helyzetben fogjuk az egyik keziinkbe vagy rogzitsik az ujjaink kozott Ggy, hogy a
kémcsovekben a taptalajok legyenek az oltasi feliilettel felfelé, valamint a kémcsovek szaja
ne érjen dssze.

3. A keziinkkel (O0vatos forgatassal) lazitsuk meg a kémcsovet lezard dugdt vagy
kupakot, hogy azt ezutin konnyebben el tudjuk tavolitani. Vegyiik a maésik keziinkbe az
oltokacsot és tartsuk ,,ironfogassal”.

4. Az oltokacsot hevitsiik fel izzasig a Bunsen-¢go langjaban.

5. A csovekbdl ezutan huzzuk ki a dugédt vagy vegyiik le roluk a kupakot, és azokat
szoritsuk a kis-, gytiriis- és kozépsé ujjaink kozé. Ugyeljiink arra, hogy a dugoknak vagy a
kupakoknak a kémcsdvel érintkezd részei se egymashoz, se mashoz ne érjenek! A dugok
vagy a kupakok az atoltas alatt végig maradjanak a keziinkben.

6. A kémcsovek szajat égessiik le a Bunsen-ég6 langjaban, és a mar égetéssel sterilizalt
oltokacsot hitsiik le a steril taptalajt tartalmazé kémcsében Ugy, hogy az oltdkacsot
hozzéérintjiik a steril taptalaj sz¢éléhez.

7. Az oltokacs segitségével emeljiink at a tenyészetbdl egy kacsnyi sejttdmeget a steril
taptalajt tartalmazé kémcs6be, majd oltsuk azt cikk-cakk vonalban a ferde taptalaj felszinére.
Ugyeljiink arra, hogy a fert6zott oltokaccsal ne érintsiik a kémcsovek sz4jat és belso falat!

8. Egessiik le ezutan ismét a kémcsovek szajat, és helyezziik vissza a dugokat vagy a
kupakokat.

9. Sterilizaljuk izzitdssal az oltdkacsot. Ennek sordn a baktériummal fertézott
oltokacsot eldszor mindig a gazlang hideg magjaba helyezziik és megszaritjuk, majd a tiit a
langban egyre feljebb emelve atizzitjuk.

10. Helyezziik vissza a kémcsoveket és az oltokacsot az allvanyba.

11. Az Ujonnan leoltott baktériumtdrzset tartalmazd kémcsoveket rakjuk 28 °C
hémérsékletli termosztatba.

12. Az inkubécios i1d6 elteltével ellendrizziik a tenyészet ndvekedését és fertdzés
mentessegét, majd tarolas céljabol tegyiik a kifejlodott tenyészetet 4-6 °C-os hiitott helyre.

Szadmos modszer 1étezik a mikroorganizmusok, elsésorban gombak szaritva torténd
fenntartasara. Ebben az esetben a tenyészetet steril taptalajhoz keverjiik, majd szilikagélen,
papircsikokon vagy zselatin korongokon kiszaritjuk. Ily médon a mikrobak évekig megdrzik
¢letképességiiket. A technikdk kozOs vonasa, hogy a vizet a tenyé€szetbdl elvonjuk, €s a
tarolasi koriilmények soran sem engedjiik meg a vizfelvételt.

Fagyasztdsi folyamat soran a mikrobasejtek dehidratdlodnak, ezaltal a viz
hozzaférhetetlenné valik szamukra. Nem megfelel6 modon végezve a miiveletet a hiités és a
felengedés is karosithatja a mikrobasejteket. Ennek oka a vizelvonds miatt megnovekedett
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¢s a felmelegités szabalyozasaval, valamint krioprotektiv anyagok hozzaadéasaval.
Krioprotektiv hatdsu vegyiilet pl. a dimetil-szulfoxid (DMSO) és a glicerin. A kiilonb6z6
fagyasztasi technikakat az alkalmazott hémérséklet szerint osztalyozhatjuk. Altalanossagban
elmondhatd, hogy a -30°C feletti tarolds kevésbé hatdsos. A —70 °C-on torténd
mélyfagyasztassal mar a legkiilonbdzobb szervezetek (pl. baktériumok, gombak, virusok) is
évekig eltarthatok. Folyékony nitrogénben —196 °C-on vagy nitrogén gézben —140 °C-on
(ultrafagyasztds) még olyan szervezetek ¢letképességét is évtizedekig sikeresen lehet
megorizni, amelyek esetében mas mddszer nem vezetett eredményre.

A liofilizalas vagy fagyasztva széritds az egyik legrégebben alkalmazott eljaras a
mikroorganizmusok tartds (akar évtizedekig tarto) életképességének megorzésére (38. abra).
Liofilizalas soran a tenyészetekbdl eldszor krioprotektiv anyagok (pl. tejpor, 16szérum,
inozitol, szacharoz, rafindz) hozzaadasaval szuszpenziot készitliink, majd ezt fagyasztjuk, és a
jeget vakuumban szublimaltatjuk ugy, hogy széritds sordn a szuszpenzié ne olvadjon fel. A
szaritds utan a tenyészeteket lezart ampulldkban taroljuk (lasd 51. GYAKORLAT).

(b) (c)

38. abra Laboratoériumi liofilizalé (fagyasztva szarité) berendezés és liofilizatumok

A liofilizal6 berendezés ampullak eldszaritasara alkalmas centrifugéval felszerelve (a). Utoszarito feltét ampullakkal (b).
Betétcsoves baktérium liofilizatumok (c).

A liofilizal6é berendezések alapvetd része a vakuum pumpa és a vizgdz megkotésére
szolgald rendszer (esetiinkben egy hiitott fala kamra, ahova a g6z lecsapodik). A
sejtszuszpenzid leggyakrabban a vakuumban bekovetkezett parolgas miatti hoveszteségtol
fagy meg. Hogy a pérolgashoz minél nagyobb legyen a feliilet, illetve, hogy a szuszpenzio ne
legyen habos a g6z tavozasa miatt, a mintakat eldszaritds kozben centrifugaljuk. A kezdeti
szaritast egy masodik 1épésben még alaposabb szaritas koveti, szintén vakuumban. A masik
lehetdség az, hogy a mintakat livegcsdvecskékbe tessziik, eldszor megfagyasztjuk, €s csak
azutan szaritjuk ki vakuum segitségével (ekkor a kezdeti centrifugalas elmarad). A mintdk
mellé CoCl, kristalyokat helyeziink, melyek a viz jelenlétét indikéljak (pl. az iiveg torése vagy
repedése esetén bekovetkezd vizfelvétel miatt a kék szinli CoCl, rozsaszintivé valtozik).

51. GYAKORLAT
Baktériumtenyészetek fenntartasa liofilzalassal

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Micrococcus luteus tenyészet ferde agaron
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A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
5%-o0s inozitol tapleves
oltokacs
Bunsen-¢ég6
steril Pasteur pipetta
steril ampulla
steril vattadugo
fémcsipesz
steril géz
A vizsgalat menete

1. A baktériumot tenyéssziik a szdmara legmegfelelobb taptalajon és homérsékleten a
stacioner fazis eléréséig, altaldban 18-24 6raig.

2. Feliratozzuk az ampullakat.

3. Steril Pasteur pipettaval pipettazzunk a ferde tenyészet tetejérel ml inozitol
taplevest, és szuszpendaljuk a sejteket, majd csepegtessiink bele az ampullakba 0,3-0,3 ml
szuszpenziot. Egessiik le az ampullak szajat, és helyezziink bele lazan egy gézdugot.

4. Kapcsoljuk be a liofilizalo késziilék hutését, s ha a homérséklete mar legalabb
10 perce -45 °C, tegyiik fol az ampullakat centrifugélni. Allitsunk be 30 perc centrifugalasi
1d6t, és inditsuk el a porgetést. Csak ezutan kapcsoljuk be a vakuumpumpat (a gazballaszt
legyen teljesen nyitva), és zarjuk el a szelepet.

5. A szaradasi id6 kb. 1 ora, utana az ampullékat tegyiik fol az utdszaritd feltétre. A
szaradas végét a nyomasban bekovetkezett hirtelen csokkenés mutatja.

6. A szaritas utan az ampullak nyakat vakuum alatt forrasszuk le. A gép leallitasakor
nyissuk ki a szelepet, majd kapcsoljuk ki a vakuumpumpat és utana a hiitést.

6.3.6 Mikrokozmosz rendszerek

A mikrokozmosz gorog eredetii neve forditasanak (kis, kicsinyitett vilag) megfeleléen
egy a természeti kornyezetbdl kiszakitott jellemzd minta, amelyet laboratoriumi koriilmények
kozott, a természeteshez hasonlo feltételek mellett vizsgalati célra fenntartunk. A
mikrobiologiai vizsgélatok soran hasznalt mikrokozmoszok 4altalaban kis kisméretd,
anyagforgalmi tekintetben zart vizsgalati rendszerek (lasd 52. GYAKORLAT). DontOrészt
bioremediacios vizsgalatok soran szennyezdanyagok (xenobiotikumok)
biodegradalhatosdganak tanulmanyozéasara, veszélyes vegyli anyagok lebontasdnak
tesztelésére, valamint okotoxikologiai tesztek kivitelezésére stb. alkalmazott a természethez
képest altaldban egyszerlsitett, mégis komplex modellrendszerek. Benniik viszonylag jol
modellezhetd a kérdéses kornyezeti allapot, megfeleléen vizsgalhatok a biologiai, fizikai,
valamint (bio)kémiai kolcsonhatasok. Megfeleld mikrokozmoszokban tanulméanyozhatok a
mikrobakozosségeken beliill kialakuld kolcsonhatasok, a kozdsségszerkezet valtozasa,
valamint a k6z0sség kornyezetére gyakorolt hatdsa. A mikrokozmosz rendszerek rendkiviil
véltozatosak térfogatukat, méretiiket vagy felépitésiiket (pl.: aerob, anaerob) nézve. Nem
ritkdk a 100 ml-es térfogat zart vizsgalati rendszerek, az 5-10 literes megoldasok pedig mar
mezokozmosznak is nevezheték. Megjegyezziik, hogy léteznek tSbb 10 m?-es nyitott
rendszerek is. A mikrokozmoszokban altaldban nem sikeriil a vizsgalt kornyezet hibatlan
masoldsa. Azonban az elektron donorok/akceptorok, szubsztratok eloszlasa és a kdrnyezeti
paraméterek megkdzelithetik a természetes allapotot. Egy mikrokozmosz modellrendszer
Osszeallitas Iényegében akkor megfeleld, ha altala sikertil feltett kérdéseinket megvalaszolni,
koncepcionkat megerdsiteni, vagy akar elvetni. A mikrokozmosz vizsgalatokat minimum a
rendszerre jellemzd egyensulyi allapot kialakulasaig folytatjuk. A mikrokozmoszok egyi
fontos tulajdonséga, hogy evolicid folyik benniik. Erre jo példa az olyan mikrokozmosz
melynek célja 0j anyagcsereutak kialakitdsa szelekcids nyomds alkalmazésaval, példaul
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peszticidek, klorozott szénhidrogének, vagy mas hasonld, nehezen bonthatdé szerves

crer

erer

100 ml-es anaerob mikrokozmoszban
A vizsgalat targya, a vizsgélt mikroorganizmus
szennyezett talajviz
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
steril 130 ml-es szoritofogoval zarhat6 iivegek
szorithat6 aluminium zarékupak
steril teflon betétes gumidugok (szeptumok)
kézi szoritofogd
mérohenger
N2 palack
fecskenddsziirii
Hamilton-fecskendék
fecskenddtii
steril szilikoncsd
1 % rezazurin indikator
vegyifulke
szennyezbanyag pl.: TCE
gazkromatograf
alkohol
mintazo vegyszerkanal
gyufa
A vizsgélat menete

1. Az elOkészitett szennyezett talajvizmintabol vegyifiilkében mérjiink 75 ml-t a
130 ml-es steril tivegekbe.

2. Vegyifiilke alatt purgéljuk ki a bemért 75 ml talajvizbdl a szennyez6anyagot sterilre
szlirt N2 gaz 20 percen keresztiil torténd buborékoltatasaval.

3. Zarjuk le kézi szoritofogoval az livegeket steril teflonbetétes szeptum és szorithatd
aluminium zardkupak felhasznalasaval.

4. Vegyifiilke alatt, steril Hamilton-fecskendd segitségével a szeptum atszlrasaval
aszeptikusan mérjiik be a sziikséges mennyiségii szennyezdanyagot a lezart tivegekbe.

5. Korrazogépben 100 RPM-en kevertessiik a mikrokozmoszokat 1 napig 18 °C-os
hémérsékleten.

6. A rézatas utdn 24 Oorat pihentessiik az iivegeket 18 °C-os hOmérsékleten, majd
Hamilton-fecskendd segitségével aszeptikus modon vegyiink 100 pl mintat ¢és
gazkromatograf segitségével hatarozzuk meg a mikrokozmosz kiinduldsi szennyezdanyag
tartalmat (Fliggelék 13.6.3 fejezet).

7. Ezt kovetden inkubaljuk a mikrokozmoszokat 30 napig 18 °C-os hdmérsékleten.

8. Az inkubdci6 utdn Hamilton-fecskendd segitségével aszeptikus modon vegylink
100 pl mintat és gazkromatograf segitségével hatarozzuk meg a szennyezdanyagot és
bomlastermékeit (Fiiggelék 13.6.3 fejezet).

mértékeét.
A mikrokozmosz rendszerekhez kapcsolédd tobbi gyakorlat a Xenobiotikumok
lebontasanak vizsgalata c. 9.5 fejezetben keriil bemutatasra.
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6.4 Torzsek feno- és genotipusos jellemzése

6.4.1 Telep és sejtmorfologiai vizsgalatok, festési eljarasok, morfotipus ismeret

A telep (koldnia) szilard taptalaj feliiletén, vagy belsejében rendszerint egyetlen
sejtbdl, vagy telepképzo egységbdl fejlodo kiilonalld sejttomeg, amelyben a sejtek szama tobb
milliard is lehet. A sejttomeg altalaban egymassal kapcsolatban allo egyedi sejtekbdl all, de
bizonyos baktériumok, pl. Streptomyces spp. fonalképzOk, igy micélidlis telepeket
fejlesztenek. A baktériumtelepek meghatarozott koriilmények kozott fajra jellemzd, jol
leirhato kiillemmel birnak (39. dbra), ezért a telepmorfolégiai megfigyeléseknek a
baktériumok meghatarozasakor is jelentéségiik van (lasd 53. GYAKORLAT).

¢ @ @ % % O
(b) (c) (d) (e)

(f)
—_— == A £ /S e
() (h) (i) () (k) )

A an D% sk
(m) (n) (0) (p)

39. abra Baktérium telepmorfologiai alapok

Telepalak: (a) pontszert, (b) nagy kdralaku, (c) szabalytalan, (d) fonalszert, (e) rizoid, (f) orsé alaku. Telep kiemelkedés: (g)
lapos, (k) lapos kiemelkedd, (i) dombort, (j) parnaszeriien feldomborodo, (k) cstcsos, (1) bemélyedd. Telep szegély: (m) ép,
(n) hulldmos, (o) karélyos, (p) fonalas.

53. GYAKORLAT
Telepmorfologiai megfigyelések

A vizsgalat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
kornyezeti mintabol szarmazo szélesztéssel fertdzott tapagar lemez
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
nagyito
vonalz6
oltokacs
Bunsen-ég6
A vizsgélat menete
1. Vélasszunk ki a tapagar lemezen 5 egymastol kiilonbozd és kiilonallo telepet. A
taptalajok felszinén kifejlodott telepeket lehetdség szerint sotét hattér eldtt, atesd fényben
vizsgaljuk és jellemezziik azokat kiilon-kiilon az alabbi szempontok szerint (39. abra):
telep mérete (atméré mm-ben)
telep alakja
telep elevacioja
telep szegélye
telep szine (nem vizoldékony pigment)
diffuzibilis pigment jelenléte vagy hidnya a telep kortil
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telep feliilete (fényld, matt)
telep denzitasa (atlatszatlan, attetszo, atlatszo)
telep konzisztenciaja (kaccsal atoltaskor kenhetd, nyalds, hartyaszert, darabokra t6rd)

A baktériumok hagyomdnyos taxondmiai mddszerekkel torténd rendszerezésében a
sejtalaktani jellegzetességek megfigyelése kiemelkedd fontossagu. A laboratériumi torzsek
vizsgalatakor e szervezetek azonban minddssze néhany morfologiai tipus valamelyikébe
sorolhatok (3. tablazat). A természetes ¢lohelyeken eldforduld baktériumok behatdbb
tanulmanyozasa soran azonban kideriilt, hogy ezeknek a szervezeteknek a morfoldgidja
valtozatosabb, kozottiik kiillonb6zoé alaki, méretli, csoportosuldsu sejtformak sokasaga
figyelheté meg, ami pl. a kornyezethez valo alkalmazkodas, vagy az életciklus véltozasanak a
kovetkezménye. De tenyészetek esetén a tenyésztési koriilmények, a tenyészet kora, a
baktériumok ¢lettani allapota a sejtek nagysdgat ¢s megjelenési formajat jelentésen
megvaltoztathatja.

A baktériumok mikrométeres (um) nagysagrendi szervezetek. Egy atlagos palca alaka
baktériumsejt 2-5 um hosszu ¢s 0,5-0,8 um atméréji. A gdmb alaktl baktériumok atlagos
sejtatmérdje 0,8 um. Néhany baktériumcsoport mérete azonban eltér az atlagostol, pl. a
spirochétdk kozott vannak nagyon vékony (0,2 um), bar hossza baktériumok, mig 1éteznek az
atlagos Dbaktérium sejtmérethez képest oOriasi baktériumok is, mint a Thiomargarita
namibiensis (0,1-0,3 x 0,75 mm) és az Epulopiscium fishelsoni (50 pm x 600 um).

3. tablazat A baktériumok leggyakoribb sejtmorfologiai tipusai

Sejtmorfologiai tipus Mikroorganizmus

Szabalyos alaku baktériumok

gomb (kokkusz)

mikrokokkusz a sejtek osztodas utan egyesével szétvalnak Micrococcus luteus

diplokokkusz osztodas utan a sejtek parosaval egyiitt Neisseria gonorrhoeae
maradnak

sztreptokokkusz  a sejtek egy sikban osztddva lancszerti Streptococcus lactis
szerkezetet hoznak 1étre

sztafilokokkusz  a sejtek szabalytalan irdnyokban osztdédva Staphylococcus aureus

nagyobb sejtaggregatumok forméjaban,
sz6ldfiirtszerlien maradnak egyiitt

tetragenusz a sejtek a tér két irdnyaban osztodnak €s Planococcus sp.
négyesével kapcsolodnak Ossze
szarcina a sejtek a tér harom irdnyaban osztodva Sarcina lutea
nyolcasaval képeznek aggregatumokat
palcika (bacillusz)
meéretiik és alakjuk is rendkiviil valtozatos
hosszu és széles Bacillus megaterium
rovid és vékony Pseudomonas sp.
kokkoidalis Haemophilus influensae
gorbiilt palcika
vibrio a sejt negyed vagy fél csavarulatot képez Vibrio cholerae
spirillum merev sejtfallal rendelkez6, 1 vagy tobb Spirillum volutans
csavarulatot képez6 szabalyos sejtalak
fonalas
elagazo sejteket, atmérdjiiket tekintve Streptomyces sp.
bakterialis hifafonalakat, illetve ezek Nocardia sp.

szovedékét, micéliumot 1étrehozo szervezetek
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Szabalytalan alaku baktériumok

bunkos végl, szabalytalan sejtalak Corynebacterium sp.
nyeles palcika alak Caulobacter sp.
spirohéta a sejteknek nincs merev sejtfaluk, belso Treponema pallidum

flagellum koriil mozgo, 1 vagy tobb
csavarulatos sejtalak

Mikroorganizmusok sejtmorfologidjanak vizsgéalatara, a sejten beliili alkotorészek,
illetve bizonyos szerkezeti sajatsagok tanulméanyozéasara leggyakrabban rogzitett, festett
preparatumokat hasznalunk (lasd 54. GYAKORLAT).

A Dbaktériumok festéséhez kémiai jellegiik alapjan bazikus, savas, vagy neutralis
festékeket hasznalunk. A bazikusak szines résziikkben pozitiv toltéstick, s mivel altalaban
valogatas nélkiil kotddnek a sejtek (neutralishoz kozeli pH értékeken negativ toltésfelesleggel
rendelkezd) fehérjéihez ¢és nukleinsavaihoz, a baktériumsejtek egyenletes festodését
eredményezik (pozitiv festékek). Ilyenek pl. a vOrds szinli szafranin, a lilds szin(
kristalyibolya, a kék szinli metilénkék és a zold szini malachitzold. A savasak szines
résziikben (kromofér csoport) negativ toltésiiek, ezért ezeket a sejt (mivel az is negativ)
nagyrészt elutasitja. Ennek kovetkeztében a sejt vagy festetlen marad, vagy csak igen gyengén
festddik, a hattér azonban szines maradhat (negativ festékek). Ilyen pl. az Eozin Y. De negativ
festodést ad a kolloidalis mérete miatt a sejtbe nem diffundald fekete szinii India tus, illetve a
nigrozin. A neutrdlis festékek, mivel toltésfelesleggel nem rendelkeznek vizben nem, csak
zsirolddszerekben oldddnak, és elsdsorban a sejten beliili hidrofob zsirzarvanyok specifikus
kimutatdsara alkalmasak. Ilyen pl. a szudan-III.

A pozitiv festést készithetjiik egyféle festékkel (egyszeri festés), vagy hasznalhatunk
tobbféle festéket (Osszetett festés). Osszetett festés esetén az elsot alapfestésnek, a méasodikat
kiegészitd (kontraszt) festésnek nevezziik.

A festési folyamatokra épiilé mikroszkopos vizsgélatok a kovetkezd 1épésekbdl allnak:
targylemez zsirtalanitdsa, feliratozasa, kenetkészités, rogzités (esetenként elmaradhat), festés
(Osszetett festési eljards sordn kiegészité festés 1is), csapvizes Oblités, szaritas,
mikroszkopizalas.

54. GYAKORLAT
Egyszerii festés

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Staphylococcus aureus 24-48 Oras tenyészete ferde agaron
Pseudomonas aeruginosa 24-48 6ras tenyészete ferde agaron
Bacillus cereus 24-48 oOras tenyészete ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs 24-48 orés tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
targylemez
96%:-os etilalkohol
szemcseppento
oltokacs
Bunsen-ég6
kémesbéfogod facsipesz
kristalyibolya festékoldat
szafranin festékoldat
metilénkék festékoldat
fénymikroszkop
immerzids olaj
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benzin
papirvatta
A vizsgélat menete

1. Kémcs6fogo facsipesz segitségével rogzitett targylemezt a Bunsen-égd langjanak
forr6 részén néhanyszori athuzassal zsirtalanitjuk (targylemez zsirtalanitasa).

2. A mefelel6 hémérsékletre lehiilt zsirtalanitott targylemez egyik végére irjuk ra a
vizsgalt mikroorganizmus jelzését (feliratozas).

3. Szemcseppentdvel cseppentsiink egy csepp vizet a zsirtalanitott targylemez
feliiletére. Sterilizalt oltokaccsal (lasd 3. 4abra) emeljink ki a kémcsébdl kevés
baktériumtenyészetet (az oltds valamennyi szabalyat figyelembe véve), és készitsiink a
targylemez feliiletén levé vizcseppben hig szuszpenziot. A szuszpenzidt az oltokacs
segitségével huzzuk szét filmmé a targylemez kb. 2/3-4n, és hagyjuk megszaradni
(kenetkészités).

4. Hovel torténd rogzités soran a beszaritott preparatumot tartalmazo targylemezt 4-5-
szOr huzzuk 4t a Bunsen-égé langjaban. A rogzités a sejtek helyhez kotését és lemosodas
elleni védelmét szolgalja, de egyben a baktériumsejtek egy részét el is elpusztitja.

5. A rogzitett kenetre cseppentsiink annyi bazikus festékoldatot, hogy azt teljesen
elfedje, és hagyjuk igy allni kb. 1-2 percig (festés).

6. A festést kdvetden végezziink csapvizes Oblitést, ami a felesleges és a vizsgalodast
zavard festék eltdvolitasara szolgal. Ezt a miiveletet addig folytassuk, amig a preparatumrol
lecsepegd folyadék szintelen nem lesz.

7. A festett preparatumot tartalmazo targylemezt ezutdn hagyjuk szabad levegén
megszaradni.

8. A festett prepardtum mikroszkopos vizsgalata sordn a kenetet eldszor 40 x-es
nagyitasi objektivvel ellendrizziik, majd vizsgaljuk meg a mintat 100 x-os nagyitast
immerzio6s lencsével immerzids olaj alkalmazasaval. Megfigyeléseinkrdl készitslink rajzot és
rogzitsiik jegyzokonyvben.

9. A mikroszkopos megfigyelések befejezése utan tisztitsuk meg az objektiv
frontlencséjét benzines papirvattaval. Alkoholt ne hasznaljunk erre a célra, mert a lencsék
ragasztasat az alkohol karosithatja.

A baktériumok faji szintli azonositasaban ma is alapvetd Osszetett differencialo festést
Christian Gram dan tudds dolgozta ki 1884-ben. A festési eljards a baktériumok sejtfal
szerkezetének durva tipizélasara alkalmas (lasd 55. GYAKORLAT). A Gram-festés [ényege,
hogy bizonyos baktériumfajok sejtje, illetve sejtfala a jod-pararozanilin festéket
(kristalyibolya-jod komplex) er6sen megkdoti, mas fajok sejtjeibdl, sejtfalabol viszont a festék
96%-0s alkohollal kimoshatdé. Az elébbi csoportot (sététlila szinll) Gram-pozitiv, az
utobbiakat (szintelen, illetve a kontrasztfestést mutatd) Gram-negativ baktériumoknak
nevezzilk. A festést mindig exponencidlis fazisban szaporodd (16-24 6ras) tenyészetekkel
végezziik, mert az 1d6s6dé Gram-pozitiv sejtekbdl a festék komplex a tomény alkoholos
kezelés hatasara konnyebben eltavolithatd, igy ezek tévesen Gram-negativ elszinezddést
mutathatnak (40. dbra és 41. abra).
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Gram Gram Targylemez
pozitiv negativ

(a) oé) UU

40. abra A Gram festés 1épései

Rogzitett kenetet készitiink zsirtalanitott targylemezen (a). Kristalyibolya oldattal festjiik (b), majd Gram-féle jod oldattal
kezeljiik (c). Etanollal viztelenitiink (d). Szafranin festékoldattal kontrasztfestést végziink (e).

ul"‘ ",
/ \-(t

41. abra Gram festett baktériumtenyészetek mikroszkopos képe (Foto: Toth E.)

Bacillus sp. Gram-pozitiv sejtjei (a). Sphingobacterium sp. Gram-negativ sejtjei (b).
Salinococcus sp.Gram variabilis sejtjei (c). Méretvonal: 10 um.
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42. abra Bacillus aurantiacus sejtek Gram festett fénymikroszkopos képe (Foto: Borsodi A.)

A fénytor6 ovalis képletek érett endosporak. Méretvonal: 5 um.

55. GYAKORLAT

Gram-festés

A vizsgilat targva, a vizsgalt mikroorganizmus

Bacillus cereus var. mycoides 16-24 oras tenyészete ferde agaron
Escherichia coli 16-24 6ras tenyészete ferde agaron
Pseudomonas aeruginosa 16-24 6ras tenyészete ferde agaron
Staphylococcus aureus 16-24 6ras tenyészete ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs 16-24 orés tenyészete ferde agaron

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk0zok

targylemez

96%:-o0s etanol
szemcseppento
oltokacs

Bunsen-¢g6
kémcsbéfogd facsipesz
kristalyibolya festékoldat
Gram-féle jodoldat
szafranin festékoldat
fénymikroszkop
immerzios olaj
benzin

papirvatta

A vizsgalat menete

O 0 IO DN W~

. Targylemez zsirtalanitasa (lasd 54. GYAKORLAT).

. Feliratozas.

. Kenetkészités.

. Rogzités.

. Festés kristalyibolya festékoldattal (1 perc).

. Oblités csapvizzel.

. Kezelés Gram-féle jodoldattal (1 perc).

. Oblités csapvizzel.

. Szintelenités 96%e-o0s etanollal. (A kenetet szemcseppentd segitségével mindaddig

kezeljiik alkohollal, amig a targylemezrol lecseppend alkohol szintelen nem lesz.)
10. Oblités csapvizzel.
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11. Kontrasztfestés szafranin festékoldattal (0,5-1 perc).

12. Oblités csapvizzel.

13. Széritas.

14. Mikroszkopos értékelés. A Gram-pozitiv sejtek kékes-lila, a Gram-negativ sejtek
rozsaszines-piros szintiek. Rajzoljuk le a mikroszkopos képet méretaranyosan és a
festddésnek megfeleld szinnel.

A Ziehl-Neelsen-féle savallo festés diagnosztikai jelentdségli, Osszetett, differencialo
festési eljards, ami az Gn. "savalld" mikroorganizmusok elkiilonitését teszi lehetdvé (lasd
56. GYAKORLAT). Savalloak pl. a Mycobacteriaceae és a Nocardiaceae csaladba sorolt
baktériumfajok, amelyek kozott szamos emberre €s allatra patogén szervezetet talalhatunk. A
lipidekben és viaszanyagokban gazdag sejtfalszerkezettel rendelkez6 savalld baktériumok a
szokdsos festési moddszerekkel csak nehezen festddnek, azonban karbolsav (fenol) és
melegités hatdsara a fukszint er6sen megkotik, és megfestddésiik utan beldliik a festék még
sosavas alkohollal sem moshato ki.

56. GYAKORLAT
Ziehl-Neelsen-féle savallo festés

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Rhodococcus rhodochrous 24-48 6ras tenyészete ferde agaron
Mycobacterium phlei 24-48 oras tenyészete ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs 24-48 oras tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok ¢és eszkzok

targylemez
96%-0s etanol
szemcseppentod
oltokacs
Bunsen-¢ég6
kémesbéfogd facsipesz
karbolos fukszin festékoldat
savas etanol
metilénkék festékoldat
szlir@papidarab (2 x 4 cm)
fénymikroszkop
immerzios olaj
benzin
papirvatta

A vizsgélat menete

1. Targylemez zsirtalanitasa (lasd 54. GYAKORLAT).

2. Feliratozas.

3. Kenetkészités.

4. Rogzités.

5. Az agressziv festés soran helyezzilink a hdvel fixalt készitményre a kenetet lefedd
szlrOpapir-darabkat, és fedjik be karbolos fukszin festékoldattal gy, hogy az a
preparatumot teljesen elboritsa. A facsipeszbe fogott targylemezt a Bunsen-égd segitségével
melegitsilk annyira, hogy a preparatumot lefedd festékoldat éppen csak gbézdljon. Az
elparolgott festéket potoljuk folyamatosan. Ezt a miiveletet folytassuk 10 percig.

6. Oblités csapvizzel.

7. Mosés savas etanollal. (A kenetet szemcsppentd segitségével mindaddig kezeljiik,
amig a targylemezrdl lecseppend alkohol szintelen nem lesz.)
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8. Oblités csapvizzel.

9. Kontrasztfestés metilénkék festékoldattal (1 perc).

10. Oblités csapvizzel.

11. Széritas.

12. Mikroszkopos értékelés. A savallo baktériumok lilds-vordsre, a nem savalld sejtek
kékre festddnek. Rajzoljuk le a mikroszképos képet méretaranyosan €s a festddésnek
megfeleld szinnel.

A Clostridium és a Bacillus nemzetségbe tartoz6 baktériumfajok sejtjei kedvezdtlen
kornyezeti feltételek mellett igen ellenalld intracellularis képletet, endosporat képeznek
(42. dbra). Az endospoéra kornyezeti hatdsokkal (pl. hdvel, kémiai szerekkel, UV-sugarzassal)
szembeni rezisztencidja bonyolult, réteges szerkezetének ¢&s specidlis alkotoelemek
jelenlétének (pl. Ca-dipikolinat tartalom) a kdvetkezménye. De mas bakterialis sporak (pl.
artrospéra), vagy gombasporak (pl. aszkospora) is ellenallast mutatnak kdrnyezeti hatdsoknak.

Az endospdrasok mas sporafestési modszerekkel nem festddik meg, ezért a festékoldat
(malachitzold) bejuttatasat erdteljes hohatas segtségével (agressziv festési eljarassal)
végezziik. A Schaeffer-Fulton-féle sporafestés (lasd 57. GYAKORLAT) dsszetett szerkezeti
festés, melynek soran az endospordk zoldre, a vegetativ sejtek pirosra szinezddnek. Az
endospora alakja (kerek, ovalis), sejten beliili elhelyezkedése (centralis, szubtermindlis,
termindlis) és a sejthez viszonyitott mérete (deformald, nem deformald) az adott
baktériumfajra jellemz0 sajatossag (43. abra és 44. abra).

(@) (b) (c) (d) (e) ()

43. abra Endospoéra morfologiai tipusok

Az endospora elhelyezkedése az anyasejtben: terminalis (a, d, e), szubterminalis (b) és centralis (c, f).
Spoéraalak: kerek (b, d), ellipszoid (a, c, e, f). Az endospora atmérdjének az anyasejthez viszonyitott mérete:
nem deformald (a, b, ¢), deformald (d, e, f).

44. abra Egy centralis, ellipszoid alaki endosporat tartalmazé Bacillus alkalisediminis sejt
elektronmikroszkopos képe (Foto: Kovacs A.)

Méretvonal: 1 pum.
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57. GYAKORLAT
Schaeffer-Fulton-féle sporafestés

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Bacillus cereus var. mycoides 72 oras tenyészete ferde agaron
Saccharomyces cerevisiae 1 hetes tenyészete ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs 72 oras tenyészete ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
targylemez
96%-o0s etanol
szemcseppento
oltokacs
Bunsen-¢ég6
kémcsdfogo facsipesz
malachitzold festékoldat
szafranin festékoldat
szlir6papidarab (2 x 4 cm)
fénymikroszkop
immerzios olaj
benzin
papirvatta
A vizsgélat menete
. Targylemez zsirtalanitasa (lasd 54. GYAKORLAT).
. Kenetkészités.
. Rogzités.
. Agressziv festés malachitzold festékoldattal (10 perc) (lasd 56. GYAKORLAT).
. Oblités csapvizzel.
. Kontrasztfestés szafranin festékoldattal (1 perc).
. Oblités csapvizzel.
. Szaritas.
. Mikroszkopos megfigyelés. A festett preparatumokban a sporak zoldre, a vegetativ
sejtek pirosra szinezddnek. Rajzoljuk le a mikroszkopos képet méretardnyosan és a
festddésnek megfeleld szinnel (45. abra).
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45. abra Schaffer-Fulton spora festett élesztésejtek mikroszkopos képe (Foto: Vajna B.)

A Saccharomyces cerevisiae sporak zold, ovalis képletek, mig a sejtek vorosen festédnek. Méretvonal: 10 pm.
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Szamos baktérium a sejtfalon kiviil jol kimutathatd nyalkas, viszkdzus anyagot, tokot
(glikokalix, kapszula) képez (46. abra). A tok az 4ltala koriilvett baktériumsejtnek szamos kiilsé
behatéas (pl. kiszaradas, protozoonok, baktriofagok) ellen képes védelmet nytjtani. Esetenként
tartalék tapanyagraktarnak is tekinthetd, tovabba hozzajarul a baktérium 4altal kivalasztott
"emésztoenzimek" koncentralasahoz, és lehetové teszi a sejtek specifikus és nem specifikus
rogzilését kiilonbozd feliiletekhez. A patogén baktériumok szdméra a tok kivald védelmet
biztosit a gazdaszervezet ellenanyagai és a fagocitak tdamadasaval szemben.
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46. abra Azotobacter sp. tok kimutatasa Leifson-féle festéssel (Foto: Vajna B.)

Nyilak mutatnak a fest6dott sejtek koriil 1athato vilagos ,,tok udvarra”.

A tok felépitésében tobbnyire poliszacharidok, uronsavak, ritkdbban fehérjék vesznek
részt. A tok mérete €s allaga (kompakt vagy nyalkas) fajok, s6t torzsek szerint valtozhat. A tok
képzddésére a baktérium tenyésztési koriilményei (pl. taptalaj Osszetétele) is jelentos befolyast
gyakorolnak. Mivel a tok rendszerint a szokésos festési eljarasokkal nem festhetd, kimutatasara
leggyakrabban negativ festési technikat (hattérfestést) alkalmaznak (lasd 58. GYAKORLAT). A
kolloid tusfesték szemcséi nem hatolnak be a tokba, igy az a s6tét hattérben az erdsebben
fénytoro sejttel egyiitt latszik (46. abra).

58. GYAKORLAT
Leifson-féle tokfestés

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Rhizobium sp. 48 Oras tenyészete ferde agaron
Azotobacter vinelandii 48 6ras tenyészete ferde agaron
Enterobacter aerogenes 48 0ras tenyészete ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs 48 oras tenyészete ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
targylemez
96%-o0s etanol
szemcseppentod
oltokacs
Bunsen-¢ég6
kémesbéfogo facsipesz
Indiai tus
fénymikroszkop
immerzids olaj
benzin
papirvatta
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A vizsgélat menete

1. Targylemez zsirtalanitasa (lasd 54. GYAKORLAT).

2. Feliratozas.

3. Kenetkészités. Szemcseppentdvel vigylink egy cseppnyi vizet a zsirtalanitott
targylemez feliiletére. Sterilizalt oltokaccsal (lasd 3. abra) az oltds valamennyi szabalyat
figyelembe véve emeljiink ki a kémcs6bdl kevés baktériumtenyészetet, és készitsliink a
targylemez feliiletén levo vizcseppben hig szuszpenziot, majd keverjiink hozza Indiai tust. A
tussal Osszekevert szuszpenzidt az oltokacs segitségével huzzuk szét filmmé a targylemez kb.
2/3-an.

4. Szaritas.

5. Mikroszkopos kiértékelés. A baktériumsejtek koriili tok vilagos udvarként latszik a
sOtét hatérben. Rajzoljuk le a mikroszképos képet méretaranyosan és a festddésnek
megfeleld szinnel.

A Szudan-fekete festékoldat (neutralis festék) a sejtekben 1évé hidrofob komponensek
(pl. lipidek) kimutatasara alkalmas (lasd 59. GYAKORLAT). A poli-B-hidroxi-vajsav (PHB)
szemcsék szamos baktérium sejtjében megtalalhatd, sejten beliili tartaléktapanyagok.
Fénymikroszkopos vizsgélat soran Szudan-fekete festéssel a poli-B-hidroxi-vajsav szemcsék
feketére festddve kimutathatéva valnak.

59. GYAKORLAT
Poli-B-hidroxi-vajsav szemcsék kimutatasa

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Bacillus megaterium 48 oras tenyészete ferde agaron
Pseudomonas sp. 48 oras tenyészete ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs 48 oras tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok ¢és eszkzok
targylemez
96%-o0s etanol
szemcseppentod
oltokacs
Bunsen-ég6
kémesbéfogd facsipesz
éter
Szudan-fekete-B festékoldat
szafranin festékoldat
xilol
fénymikroszkop
immerzios olaj
benzin
papirvatta
A vizsgalat menete
1. Targylemez zsirtalanitasa (lasd 54. GYAKORLAT).
. Kenetkészités.
. Feliratozas.
. Rogzités.
. Fessiik a preparatumot Szudan-fekete-B festékoldattal 5 percig.
. Itassuk le a felesleges festéket, és hagyjuk beszaradni a kenetet.
. Csepegtessiink xilolt a preparatumra, hogy a felesleges festék eltavozzon.
. Szaritas.

(e BN o) RNV, IR ENRVS I ()
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9. Kontrasztfestés szafranin oldattal 10 masodpercig.

10. Oblités csapvizzel.

11. Széritas.

12. Mikroszkopos értékelés. A baktériumsejtekben fekete szemcsék jelzik a
felhalmozodott poli-fB-hidroxi-vajsavat. Rajzoljuk le a mikroszképos képet méretaranyosan
¢s a festodésnek megfeleld szinnel.

A Neisser-féle festés a baktériumok polifoszfat szemcséinek kimutatasara szolgalo
Osszetett, szerkezeti festés (lasd 60. GYAKORLAT). A polifoszfat (vagy volutin) szemesék,
mint tartaléktapanyagok elsOsorban foszfat tartalékot jelentenek a baktériumok szédmara a
nukleinsavak és foszfolipidek szintéziséhez. De néhany mikroorganizmus képes a polifoszfat
szemcsékbol ATP (vagyis energia) eldallitasra is.

A polifoszfatok savanyu jellegiiek, ezért bazikus festékekkel erdsen festddnek.
Fénymikroszkopos vizsgalatkor a Neisser-féle festés révén a sejtek sargasbarna, a polifoszfat
szemcsék €élénkpiros szinnel jelennek meg.

60. GYAKORLAT
Neisser-féle festés polifoszfat szemcesék kimutatasara

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Corynebacterium sp. 48 oras tenyészete ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs 48 oras tenyészete ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszkdzok

targylemez
96%-0s etanol
szemcseppento
oltokacs
Bunsen-¢go
kémesbéfogod facsipesz
Neisser-festékelegy
kriozidin festékoldat
fénymikroszkop
immerzids olaj
benzin
papirvatta
A vizsgélat menete
1. Targylemez zsirtalanitasa (lasd 54. GYAKORLAT).
. Feliratozés.
. Kenetkészités.
. Rogzités.
. Fessiik a kenetet 30 masodpercig frissen készitett Neisser-festékeleggyel.
. Oblités csapvizzel.
. Fessiik a preparatumot 1 percig kriozidin oldattal.
. Oblités csapvizzel.
9. Szaritas.
10. Mikroszkopos értékelés. Rajzoljuk le a mikroszkopos képet méretaranyosan ¢és a
festddésnek megfeleld szinnel.

(e BN o) SRV, IR - NRVS I \O]

Az aktiv mozgasra képes baktériumfajok legtobbje finom (12-18 nm atmérdjii), a sejt
hosszat tobbszordsen meghaladd képletekkel, csillokkal (flagellum) rendelkeznek. Szdmos
palcika alakt baktériumfajnak vannak csilloi, a kokkusz alakt fajokon azonban flagellum
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csak ritkdn fordul el6. A csillok elhelyezkedési modja és szdma (mono-, lofo-, amfi-,
lofoamfi-, peritrich) az adott mikroorganizmusra jellemzd.

Nativ allapotban a csilld6 kozvetlen fénymikroszkopos megfigyelésére nincs
lehetdségilink, mivel a flagellum atmérdje a fénymikroszkdp optikai feloldoképességének
hatara ala esik, csak csillokotegbe rendezdodott csillokat pillanthatunk meg faziskontraszt
mikroszképos vizsgalatok soran. A baktériumok csilléi (pl. Ryu-festékoldattal torténd)
specialis festési eljarast kovetden fénymikroszkopban, vagy (pl. negativ festéssel)
elektronmikroszkdppal figyelhetok meg (lasd 61. GYAKORLAT).

61. GYAKORLAT
Csillofestés Ryu-festékoldattal

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Pseudomonas aeruginosa 16-24 6ras tenyészete ferde agaron
Proteus vulgaris 16-24 6rés tenyészete ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs 16-24 oras tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

targylemez
96%:-o0s etanol
szemcseppentod
oltokacs
Bunsen-¢ég6
kémcsofogd facsipesz
Ryu-festékoldat
pipetta, steril pipettahegyek
fedélemez
fénymikroszkop
immerzios olaj
benzin
papirvatta
A vizsgélat menete
1. Targylemez zsirtalanitasa (lasd 54. GYAKORLAT).
2. Feliratozas.
3. Steril oltokacs segitségével Gvatosan mossuk bele a baktériumtenyészet szélérdl
szarmazo sejteket a zsirtalanitott tdrgylemezre cseppentett steril desztillalt vizbe.
4. Feddlemezzel 6vatosan fedjiik le a baktérium szuszpenziot.
5. 5-10 perc elteltével, pipetta segitségével juttassunk 1-2 cseppnyi Ryu festékoldatot a
fedélemez alatti folyadékba, a kapillaritast kihasznalva.
6. Ujabb 5-10 perc varakozas utan végezziink mikroszkopos megfigyelést. Ennek soran
keressiink olyan latoteret, ahol a baktériumsejtek és csilloik lilads szinnel festddve lathatok.
Rajzoljuk le a mikroszkopos képet méretardnyosan ¢€s a festddésnek megfeleld szinnel.

E16 baktériumsejtek mozasképességének kozvetlen fénymikroszkopos megfigyelésére
fiiggocsepp preparatumot (47. abra) készithetiink (lasd 62. GYAKORLAT). A csilloval nem
rendelkezd baktériumok csak Brown-féle mozgast mutatnak, a peritrich csillgjliak rendszerint
lassabban haladnak, mig a polaris csill6juak sebes, cikaz6 mozgast végeznek.
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(a) (b) (c)
47. abra Fiiggocsepp preparatum készitése

Baktériumtenyészetbdl hig szuszpenzidt készitiink egy cseppnyi vizben egy fed6lemezen (a). A fed6lemezt vajt targylemezre
forditjuk (b) és vazelines paraffinnal rogzitjiik a targylemezre (c) a mikroszkopizalas elott.

62. GYAKORLAT
Mozgasképesség vizsgalata fiiggocsepp preparatum segitségével

A vizsgalat targya, a vizsgélt mikroorganizmus
Pseudomonas aeruginosa 16-24 oras tenyészete ferde agaron
Proteus vulgaris 16-24 6ras tenyészete ferde agaron
Staphylococcus aureus 16-24 6ras tenyészete ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs 16-24 oras tenyészete ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok ¢és eszkdzok
vajt targylemez
feddlemez
oltokacs
Bunsen-¢égo
pipetta, steril pipettahegyek
fénymikroszkop
immerzids olaj
benzin
papirvatta
vazpar
A vizsgélat menete
1. Készitstink hig szuszpenziot a vizsgalandd baktériumtenyészetbdl egy fedélemez
kozepén kis csepp vizben, vigydzva arra, hogy a csepp ne folyjon szét.
2. A cseppet fedjiik le egy vajt targylemezzel Ggy, hogy az ne érintse a cseppet.
3. Egyszerre hirtelen mozdulattal forditsuk meg a két lemezt, ekkor a folyadékcsepp a
fedélemezen fligg a targylemez véjata felett (47. abra).
4. A preparatum beszaradasat megakadalyozhatjuk, ha a fedélemezt a sz€lén vazparral
a targylemezhez rogzitjiik.
5. Végezziink fénymikroszkopos megtigyelést, és kovetkeztessiink a csillozat tipusara.

A csilloval rendelkezd baktériumok mozgasképességének kozvetett megfigyelésére
rutin vizsgalatokban félszilard vagy lagy agart (0,3 % agartartalom) hasznalhatunk, melyben
szurt tenyészetet hozunk létre (lasd 63. GYAKORLAT). Ilyen tapkdzegben a baktériumok
passziv mozgasa gatolt, igy a csilloval nem rendelkezdk csak az oltasi vonal mentén nének,
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mig az aktiv mozgasra képes mikroorganizmusok a taptalajban szénforrds igényiik
kielégitésére szétterjednek és a taptalaj zavarosodasat idézik eld.

63. GYAKORLAT
Mozgasképesség vizsgalata szurt tenyészet segitségével

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Proteus vulgaris 24 6ras tenyészete tapagaron
Staphylococcus aureus 24 Oras tenyészete tdpagaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
félszilard magas huspepton agar
oltokacs
Bunsen-¢go
A vizsgélat menete
1. A steril taptalajt tartalmazd kémcsovekre irjuk rd a vizsgalatba vont tenyészet
azonosito jelzését és az atoltas id6pontjat.
2. A baktériumtenyészet kacsnyi mennyiségét szurassal (kb. 4 cm mélyen) oltsuk a
kémcsdben 1€vo tapkozeg belsejébe.
3. A beoltott kémcsoveket helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.
4. Az inkubacios 1d6 elteltével a szaporodas diffuz vagy lokalizalt jellegét értékeljiik. A
csilloval mozgd baktériumok diffuz novekedési zonat hoznak létre a szirds mentén, a
csilloval nem rendelkezdk csak a szrds vonala mentén ndvekednek.

A mikroszkopikus gombdk és  aktinobaktériumok  mikromorfologidjanak
tanulmanyozasara paranytenyészetek (tirgylemez-tenyészetek) készitésével és kozvetlen
mikroszkopos vizsgalataval nyilik lehetdségiink (lasd 64. GYAKORLAT).

48. abra Paranytenyészet készitése

Megftelel6 osszetételi lemeztapagarbol steril szikével taptalaj tombot vagunk ki és steril targylemezre helyezziik (a). A
tapagartdombot szegélyén oltjuk a vizsgalni kivant mikroba tenyészetével (b). A beoltott tdpagartdmbdt steril feddlemezzel
fedjiik, majd a paranytenyészetet steril Petri-csészébe helyezziik (c). A tenyésztéshez a megfeleld paratartalmat steril
megnedvesitett vattagomboccal biztositjuk (d). Penicillium sp. (), ill. Aspergillus sp. (f) konidiumtartdjanak és
konidiumainak vazlatos képe.
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A penészek néven Osszefoglalt, fonalas gombak kozos jellemzdje, hogy tenyészetiik
fonalakbdl (hifak) allo szovedék (micélium), amely részben a tapoldatba, vagy taptalajba
meriil, részben annak feliiletét boritja (szubsztrat- €s légmicélium). Az Ascomycota
(Tomlésgombak) tagozatba az ¢élesztdgombakon kiviil szamos, az élelmiszeriparban nagy
jelentéségli penészgomba tartozik. Ezeknél a penészeknél a hifafonalak tagoltak. A
Tomléspenészek micéliumai fejlettek, soksejtiiek, haploidok. Ivartalan szaporodasuk
konidiumokkal torténik. Ivaros szaporitdészervilk az aszkusz, amelynek belsejében
aszkosporak képzddnek. Az Aspergillus (kannapenész) nemzetségnél a konidiumtartok vége
fejszerlien megduzzad, ezen sugdriranyban megnyult nyélsejtek (sterigma) talalhatok. Minden
nyélsejtbdl az ivartalan konidiumok lancszertien flizédnek le (48. abra). A Penicillium
(ecsetpenész) nemzetség konidiumtartdja mar elagazik, ennek végein a nyélsejtekrol
konidiumlancok fiizddnek le (48. ébra).

64. GYAKORLAT
Paranytenyészetek készitése

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Aspergillus niger 72 6ras tenyészete Petri-csészében
Penicillium chrysogenum 72 Oras tenyészete Petri-csészében
Streptomyces sp. 72 Oras tenyészete Petri-csészében
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
malata tapagar lemez (kb. 2 mm magas)
Czapek tapagar lemez (kb. 2 mm magas)
keményité-kazein tdpagar lemez (kb. 2 mm magas)
steril targylemez és steril feddlemez Petri-csészében
szike
steril nedves vattagomboc
Bunsen-¢ég6
mikroszkop
immerzids olaj
termosztat
A vizsgélat menete
1. Az eldzetesen sterilizalt Petri-csészékben 1évd targylemez feliiletére helyezziink a
tenyészteni kivant mikroorganizmusnak kedvezd tapagarlemezbdl szike segitségével (az
aszeptikus munka szabdlyainak figyelembevételével) kivagott kb. 1,5 x 1,5 cm-es lemezkét
(48. abra).
2. Az agarlemezek szélét oltsuk be, majd fedjiik le a Petri-csészében 1évo steril
feddlemezzel.
3. A beoltott lemezeket ezutdn nedves vattagombocok jelenlétében Petri-csészében
inkubaljuk 28 °C-on, 1 hétig.
4. Az inkubacios 1d6 elteltével a targylemezek mikroszkoppal kozvetleniil
vizsgalhatok. Mikroszkopos megfigyeléseinkrdl készitsiink rajzot.

A japan Gram-préba a Gram-pozitiv és Gram-negativ sejtfalszerkezettel rendelkezd
baktériumok elkiilonitésére szolgalo, gyorsan ¢€s egyszerlien kivitelezhetd eljaras (lasd
65. GYAKORLAT). A reakcidé alapja, hogy er0s lug hatisdra a Gram-negativ sejtek
felszakadnak és a kiszabadulé DNS-bdl szal huzhato, ellentétben a Gram-pozitiv sejtekkel,
ahol ez nem kovetkezik be (49. ébra).
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(c)
49. abra A japan Gram-préba

Kacsnyi baktériumtomeget vesziink ki a tenyészetbdl (a) és targylemezre kenjiik cseppnyi KOH oldat mellé (b). Kevés KOH
oldatot a baktériumtomegbe keveriink és kozben probaljunk a kaccsal szalat htizni(c).

65. GYAKORLAT
Japan Gram-proba

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Bacillus cereus var. mycoides 16-24 6ras tenyészete ferde agaron
Escherichia coli 16-24 6ras tenyészete ferde agaron
Pseudomonas aeruginosa 16-24 oras tenyészete ferde agaron
Staphylococcus aureus 16-24 6ras tenyészete ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs 16-24 oras tenyészete ferde agaron

A vizsgalathoz sziikséges anyagok ¢és eszkzok

targylemez
40% (m/V) KOH oldat
szemcseppentod
oltokacs
Bunsen-¢ég6

A vizsgalat menete

1. Targylemez zsirtalanitasa (lasd 54. GYAKORLAT).

2. Feliratozas.

3. Cseppentsiink a zsirtalanitott targylemezre egy csepp KOH oldatot (49. abra).
Oltokacs segitségével emeljiink ki a tenyészetbdl kacsnyi mennyiséget, és helyezziik a
targylemezen 1évd csepp mellé. Keverjlink a baktériumtdmegbe kis mennyiségli reagenst
oltokacs segitségével, €s ezt a milveletet tobbszor ismételjiik meg. Kozben probaljunk szalat
hazni a baktérium szuszpenzidobol. A Gram-negativ baktériumok "nyéalkassa" valnak, beldliik
szalat lehet hlizni, a Gram-pozitiv sejttdmeg azonban tovabbra is kdnnyen keverhetd, €s a
szalképzb6dés elmarad.

6.4.2 A mikroorganizmusok tenyészfeltételeinek elemzése

A klasszikus mikrobiologiai telep- és sejtmorfoldgiai vizsgalatok soran, ahogyan azt
az el6z6 fejezetek gyakorlatainak elvégzése soran tapasztalhattuk, viszonylag kevés
értekelhetd és fOképpen megkiilonboztetd erejii bélyeget nyertiink. A baktériumok és a
fonalas gombdak egyes csoportjai esetében ezért a kutatok a tenyésztéshez valtozatos
Osszetételll taptalajokat alkalmazva kerestek ilyen bélyegeket. Ezek a vizsgalatok vetették
meg az alapjat a késobbi biokémiai elemzéseknek, valamint az ¢lettani és Okologiai
vizsgalatoknak.
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A Streptomyces nemzets€¢g fajai, vagy a Pseudomonas fajok esetében példaul a
pigmentképzést (vizoldhatd és vizben nem oldodo pigmentek) akér 5-6 kiilonboz6 tapkdzegen
is elemezték (International Streptomyces Project [ISP] tapkdzegek, Pseudomonas agarok)
(lasd 67. GYAKORLAT), vagy tesztelték a novekedést szintetikus agar (gliikoz-ammodniumso
kozeg) feliiletén (lasd 67. GYAKORLAT), esetleg anaerob viszonyok kozott —stb.
Megjegyezziik, hogy az igy nyert bélyegek jo részérdl utobb kideriilt, hogy akar technikai (pl.
az anaerob szaporitas), akar pedig genetikai okokbdl (pl. horizontalis géntranszfer lehetosége)
nem teljesen megbizhatdk az identifikacio soran. Mégis néhany jellegzetes tesztet mind a mai
napig egyes nemzetségek fajainak leirasa soran alkalmaznak.

66. GYAKORLAT
Novekedés és pigmentképzés ISP tapagar lemezeken

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Streptomyces spp. ferde tdpagaron

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
zabpehely tapagar lemez
¢lesztokivonat-malatakivonat tdpagar lemez
pepton-¢lesztokivonat-vas tapagar lemez
oltokacs
Bunsen-¢go
termosztat

A vizsgélat menete

1. Feliratozzuk a tépagar lemezeket, majd keresztoltassal oltsuk a Sptreptomyces
torzseket az agar lemezekre.

2. Egyheti 28 °C-os inkubalast kovetéen figyeljik meg és hasonlitsuk 0Ossze a
novekedés mértékét, ill. a telepek jellemzGit a kiilonbozd tapkozegekben. Irjuk le a
pigmentképzést (a tapagarba diffundalt pigmenteket, valamint a telepek szinanyagait) és
elemezziik, hogy a vizoldhat6 pigmentek indikétor tulajdonsédgtak-e. Cseppentsiink 0,05 HCI
¢s 0,05 NaOH oldatot a taptalaj megfeleld pontjaira és vizsgaljuk a pigment szinvaltozasat.

3. Eszleléseinket rogzitsiik jegyzokonyvben.

67. GYAKORLAT
Novekedés képessége szintetikus tapkozegen

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
gliikoz és ammonium ion, mint egyediili C és N forras értékesitése ismeretlen
baktériumtdrzs tenyészet ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
ferde huspepton tapagar
ferde gliikoz-ammonium ion szintetikus tapagar
fiziologias s6oldat kémcsdben
oltokacs
Bunsen-ég6
termosztat
A vizsgélat menete
1. Készitsiink  kaccsal ~ baktériumszuszpenziot  az  ismeretlen  baktérium
torzstenyészetbdl. Ne feledjiik a kémesdvek gondos feliratozasat!
2. Kaccsal oltsuk a szuszpenzidbol a hiispepton, ill. a szintetikus ferde taptalajt.
3. Egyheti 28 °C-o0s inkubdlast kdvetden figyeljiik meg a ndvekedés mértékét, a
kolonidk tipusat a két taptalajon.
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4. A tenyészetekbol készitstink nativ mikroszkopi preparatumot ¢s figyeljiik meg a
sejtmorfologiai bélyegeket (lasd 3. tablazat). Eszleléseinket jegyzdkonyvezzik.

6.4.3 Biokémiai vizsgélatok torzstenyészeteken

Szadmos baktérium tartalmaz flavoproteineket és mas un. "két-elektron" és "egy-
elektron" atvivo elektronszallitokat, amelyek a molekularis oxigént hidrogén-peroxidda
(H20,), vagy szuperoxidda (Oy) redukaljak (lasd 68. GYAKORLAT). A mikroorganizmusok
egy része rendelkezik a keletkezd toxikus oxigén-intermedierekkel szemben védelmet
biztosité enzimkészlettel. Az obligat acrob és a fakultativ anaerob (pl. Enterobacteriaceae)
baktériumok rendszerint szuperoxid-diszmutazt és katalazt, mig az aerotolerans anaerob
baktériumok (pl. Streptococcus fajok) szuperoxid-diszmutazt és peroxidazt tartalmaznak.
Ezek a szervezetek a szuperoxid-diszmutdz enzim segitségével a szuperoxid-iont (O2)
protonok segitségével molekularis oxigénné ¢és hidrogén-peroxidda (H>O») alakitjak. A
hidrogén-peroxidbol kataldz enzim segitségével vizet és oxigént, peroxidaz enzim és NADH
segitségével vizet allitanak eld. A legtobb szigortian anaerob baktériumbol mindhdrom enzim
hianyzik, ezért ezek képtelenek toleralni a molekularis oxigén jelenétét.

68. GYAKORLAT
Katalaz teszt

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs 24 oras tenyészete ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
3%-o0s H20O-oldat
A vizsgélat menete
1. A katalaz aktivitas vizsgalatahoz cseppentsiink a tesztszervezetek 24 6ras ferdeagar
tenyészetére 3%-os hidrogén-peroxid oldatot.
2. A pozitiv reakcidt a felszabaduld oxigénnek koszonhetden buborékképzddés jelzi,
melynek elmaradéasa negativ reakciora utal.

Az aerob mikrobdk 1égzési elektrontranszportlanca gyakran tartalmaz aas tipusu
citokrom végoxidazt, ami az oxigén vizz¢ torténd redukciodjat segiti. A aaz tipusu citokrém
oxidaz jelenlétét vizsgald, un. oxidaz teszt (lasd 69. GYAKORLAT) a baktérium
identifikalas klasszikus tesztjei kozé tartozik (pl. pszeudomonaszok és enterobaktériumok
elkiilonitése).

69. GYAKORLAT
Oxidaz teszt

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs 24 6ras tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok

steril Petri-csésze szlirOpapirral
oxidaz reagens (kereskedelmi forgalomban kaphato)
ivegbot vagy platina oltokacs
Bunsen-ég6
A vizsgélat menete
1. Cseppentsiink a Petri-csészében 1€v6 sziirOpapir-szeletre egy csepp oxiddz reagenst.
2. A vizsgalt mikroorganizmus tenyészetébdl platina oltokacs segitségével (kozonséges
oltokacs alkalmazisinal a Fe?'-ionok jelenléte téves pozitivitdst eredményezhet) vagy
iivegbottal kenjliink kis mennyiségli baktériumtomeget az eldzdéleg reagenssel atitatott

120



szlir6papir feliiletre.

3. A pozitiv reakciot a 30-60 masodperc alatt bekovetkezd lilaskék elszinezddés jelzi,
amely a tetrametil-p-feniléndiamin redukciojabol eredd "Wurster-kék" keletkezésének
koszonhetd. Az egy percen tul bekdvetkezo elszinezddést negativnak kell tekinteni.

Néhany mikroba 1égzése soran tobb, un. alternativ elektronakceptort, igy a metilénkéket
is képes elfogadni, aminek redukcidjaval szintelen, Un. leuko-metilénkék keletkezik. A
folyamat a szinvaltozdas miatt konnyen detektalhato. A metilénkék-redukcié (lasd
70. GYAKORLAT) végbemenetelének kinetikdja aranyos az anyagcsere-aktivitdssal és a
mikrobaszammal is, igy a multban gyakran hasznaltak, pl. a tej tajékoztato jellegii higiénias
mindsitésére is.

70. GYAKORLAT
Metilénkék redukcio vizsgalata

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs tenyészete ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
metilénkék tapleves
oltokacs
Bunsen-¢ég6
termosztat
A vizsgalat menete
1. A steril taplevest tartalmazo kémcsore irjuk ra a vizsgalatba vont tenyészet azonositd
jelzését és az atoltas idopontjat.
2. Egy kacsnyi baktériumtenyészettel oltsuk be a metilénkék-taplevest.
3. A beoltott taplevest helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.
4. A pozitiv reakciot a kék szinli tapleves alulrol meginduld elszintelenedése jelzi.
Negativ reakcio esetén a tapleves kék szine nem valtozik. A pozitiv csovek erételjes
aerobizalasaval (0sszerazassal) a leukometilénkék — legalabb részlegesen — visszaoxidalhato.

A baktériumok szadmara a kiilonboz6 biopolimerek (pl. fehérjék, poliszacharidok,
nukleinsavak) és a nagyobb molekulaméretli komplex szerves molekuldk (pl. lipidek)
felvétele csak mono-, vagy oligomerjeikre, illetve komponenseikre hasitasa utan lehetséges.
gy az egyes baktériumok szaméira a hasznosithato tipanyagok hozzaférhetdsége nagyban
fligg a biopolimer bont6é exoenzimek (pl. protedzok, nukledzok, lipdzok) szintézisének
képességétol.

(a) (b)
50. abra Biopolimerek lebontiasanak kimutatasa

Kacsnyi baktériumtomeggel keresztoltast végziink (a) megfeleld tapagaron (pl. tejagar). Az inkubacids ido elteltével a
kifejlodott telepek koriil kialakuld, vagy kimutathato tisztulasi udvar utal a bontés képességére (b).
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A kazein nagyméretli tejfehérje, felvétele csak a mikroba altal termelt kazeaz enzim
segitségével végbemend extracellularis hidrolizis utdn lehetséges. A kazeaz aktivitas a
tapkozegben 1évo kazein bontasaval detektalhato (lasd 71. GYAKORLAT).

71. GYAKORLAT
Kazeaz aktivitas kimutatasa

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

ismeretlen baktériumtorzs tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok

tejagar lemez

oltokacs

Bunsen-¢go

termosztat

sosavas HgCl»-oldat
A vizsgalat menete

1. A steril taptalajt tartalmazd Petri-csészére irjuk ra a vizsgalatba vont tenyészet
azonosito jelzését és az atoltas idopontjat.

2. Egy kacsnyi baktériumtenyészettel végezziink un. keresztoltast (egy X-alakot
rajzolva) a tejagar lemez feliiletén (50. dbra).

3. A beoltott tapagar lemezt helyezziik 28 °C-os termosztatba ¢és inkubaljuk 1 hétig.

4. Az értékelés 1 hét elteltével a kifejlodott telepek koriili tertilet vizsgalataval torténik.
Pozitiv esetben a baktériumtelep koriil feltisztult, atlatszo udvar lathatdo, ami a kazein
lebomlasanak kovetkeztében all elé (a tej kolloid szerkezetének megvaltozasa miatt
turbiditasa csokken). Néhany esetben téves pozitiv eredményt adhat, hogy a kazein limitalt
proteolizissel csupan parakazeinné bomlik, ami szintén feltisztult zonat eredményezhet. A
téves pozitiv reakcio kizérasara a tejagart vékony rétegben Ontsiik le sosavas HgClr-dal. Ez a
kezelés denaturdlja a fehérjéket, ezért az esetlegesen jelenlévd parakazein kicsapodik, és a
telepek koriili feltisztulasi zona megsziinik (negativ a reakcio).

A zselatin kotészoveti kollagénbdl forraldssal nyerhetd, vizoldhatod polipeptid lancok
keveréke, amelynek gélképzd tulajdonsdga van. A zselatin hidrolizisét katalizalé proteaz
(zselatindz) enzim termelésére képes baktériumok a zselatint tdpanyagként hasznosithato
aminosavakra bontjak (lasd 72. GYAKORLAT).

72. GYAKORLAT
Zselatinaz aktivitas Kimutatasa

A vizsgalat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
zselatin tartalmu tdpagar lemez
oltokacs
Bunsen-¢go
termosztat
sosavas HgClz-oldat
A vizsgélat menete
1. A steril taptalajt tartalmazd Petri-csészére irjuk ra a vizsgdlatba vont tenyészet
azonosito jelzését €s az atoltas idopontjat.
2. Egy kacsnyi baktériumtenyészettel végezziink un. keresztoltdst (egy X-alakot
rajzolva) a zselatin tartalmu tdpagar lemez feliiletén (50. abra).
3. A beoltott tapagar lemezt helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.
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Az inkubacios 1d6t kovetden a tapagar lemezen kifejlodott telep koré ontsiink sdsavas
HgCl> oldatot, és varjunk néhdny percet. A HgCl, az el nem bontott zselatinnal (negativ
reakcid) opalos csapadékot képez (a fehérjét denaturalja). Pozitiv reakcio esetén a telep koriil
az elbontott zselatin helyén 4tlatszo feltisztuldsi zona lathato.

A keményité a természetben az egyik leggyakrabban el6forduld poliszacharid, ami
szamos szervezetben, mint tartalék tapanyag fordul eld. A két komponensbdl (amilozbol és
amilopektinbdl) felépiild0 keményité hidrolizise a természetben gyorsan végbemegy a
mikrobdk altal termelt a-amilaz enzim segitségével (lasd 73. GYAKORLAT).

73. GYAKORLAT
Keményito hidrolizis vizsgalata

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

ismeretlen baktériumtorzs tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok

keményito tapagar lemez

oltokacs

Bunsen-¢ég6

termosztat

Lugol-oldat
A vizsgalat menete

1. A steril taptalajt tartalmazo Petri-csészére irjuk ra a vizsgalatba vont tenyészet
azonosito jelzését és az atoltas idopontjat.

2. Egy kacsnyi baktériumtenyészettel végezziink Un. keresztoltast (egy X-alakot
rajzolva) a keményito tartalmu tapagar lemez feliiletén (50. abra).

3. A beoltott tapagar lemezt helyezziik 28 °C-os termosztatba ¢és inkubaljuk 1 hétig.

4. Az inkubacids id6t kovetden a tapagar lemezen kifejlodott telep koré ontstink Lugol-
oldatot, és varjunk néhany percet. A Lugol-oldat az el nem bontott keményitdvel (negativ
reakcid) sotétkék szinreakciot ad. Pozitiv reakcid esetén a telep koriil az elbontott keményitd
helyén atlatszo feltisztuldsi zona lathato.

A mikrobdk 4ltal termelt észterdzok egyik f6 csoportjat a lipazok alkotjak. A
lipolitikus aktivitas vizsgéalatira a kiilonb6zd szubsztratumok szerint szdmos modszert
dolgoztak ki, amelyek koziil a Tween-szarmazékok (pl. Tween80, vagy mdas néven
polioxietilén-szorbitan-monooleat) hidrolizisének kimutatdsa a legelterjedtebb (lasd
74. GYAKORLAT).

74. GYAKORLAT
Lipolitikus aktivitas vizsgalata

A vizsgélat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtdrzs tenyészete ferde agaron
A vizsgéalathoz sziukséges anyagok €s eszkozok

Tween80 tartalmu tapagar lemez
oltokacs
Bunsen-¢g6
termosztat
A vizsgdlat menete
1. A steril taptalajt tartalmazd Petri-csészére irjuk ra a vizsgdlatba vont tenyészet
azonosito jelzését és az atoltas id6pontjat.
2. Egy kacsnyi baktériumtenyészettel végezziink un. keresztoltast (egy X-alakot
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rajzolva) a Tween80 tartalmu tapagar lemez feliiletén (50. abra).

3. A beoltott tapagar lemezt helyezziik 28 °C-os termosztatba ¢€s inkubaljuk 1 hétig.

4. Az inkubacios id6t kovetden a tdpagar lemezen kifejlodott telep koriil pozitiv
reakcid esetén a polioxietilén-szorbitan-oleat hidrolizisével olajsav valik szabadda. Ez a
tapkdzegben 1évé Ca**-ionokkal vizoldhatatlan Ca-oleat kristalyok formajaban a telepek
korlil rozettaszerii precipitacids zonat eredményez.

A mikrobdk nukleaz aktivitasuk révén képesek lehetnek a nagy molekulaméreti
nukleinsavak tapanyagként torténd felhasznalasara (lasd 75. GYAKORLAT).

75. GYAKORLAT
Nukleaz aktivitas kKimutatasa

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

ismeretlen baktériumtorzs tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok

DNS tartalmu tdpagar lemez

oltokacs

Bunsen-¢ég6

termosztat

1 M HCI oldat
A vizsgalat menete

1. A steril taptalajt tartalmazo Petri-csészére irjuk ra a vizsgalatba vont tenyészet
azonosito jelzését és az atoltas idopontjat.

2. Egy kacsnyi baktériumtenyészettel végezziink Un. keresztoltast (egy X-alakot
rajzolva) a DNS tartalmu tapagar lemez feliiletén (50. abra).

3. A beoltott tapagar lemezt helyezziik 28 °C-os termosztatba ¢és inkubaljuk 1 hétig.

4. Az inkubacits id6t kovetden a tapagar lemezen kifejlodott telep koré ontsiink 1 N-os
sosav oldatot, és varjunk néhany percet. A sésav-oldat az el nem bontott DNS-t kicsapja
(negativ reakcid). Pozitiv reakcid esetén a telep koriil az elbontott DNS helyén atlatszo
feltisztulasi zona lathato.

A szénhidrat-anyagcsere a mikrobdk alapvetd sajatsaga, ezért a cukrok bontdsanak
vizsgalata gyakran elengedhetetlen a baktériumok Okologiai kapacitdsanak megismerése €s
taxonomiai helyzetének tisztdzasa soran.

A Hugh-Leifson teszt, melynek segitségével a cukrok oxidativ és/vagy fermentativ
lebontasi képessége tanulmanyozhatd, a baktériumok szénhidrat anyagcseréjének alapvetd
fontossagu vizsgalatai kozé tartozik, €s nélkiilozhetetlen az aerob baktériumok klasszikus
biokémiai alapon torténd identifikalasa soran (lasd 76. GYAKORLAT).

Az alaptéaptalaj kiilonféle monoszacharidokkal vagy oligoszacharidokkal kiegészitve
szamos szénhidrat bontasanak vizsgalatara ad lehetdséget.

76. GYAKORLAT
Hugh-Leifson teszt

A vizsgalat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs tenyészete ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
gliikoz tartalmi Hugh-Leifson félszilard magasagar
oltokacs
Bunsen-¢ég6
termosztat
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A vizsgélat menete

1. A steril taptalajt tartalmaz6d kémcsovekre irjuk rd a vizsgalatba vont tenyészet
azonosito jelzését és az atoltas idopontjat.

2. A baktériumtenyészet kacsnyi mennyiségét szrassal oltsuk a kémcsOben 1év6 aerob
¢€s anaerob tapkozeg belsejébe. Az anaerob kémcsdbe oltaskor at kell szurni a taptalaj tetején
1év0 paraffinolaj rétegen, ami az oxigén bediffundalasanak megakadalyozasara szolgal. A
kacs leégetése soran az arra tapadt paraffinolaj meggyulladhat és szétfroccsenhet, ezért
ilyenkor az oltokacsot lehet6leg magunktol tavol tartva égessiik le (vagy hasznaljunk
oltoharangot).

3. A beoltott kémcsoveket helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.

4. Az inkubéacids id6t kovetden a kémcsdben 1évo taptalaj szinvaltozasa alapjan (a
bromtimolkék indikator neutrdlis kornyezetben zo6ld, savas koriilmények kozott sarga)
értékeljiik a baktériumok cukor hasznositasat (51. abra). Fermentativ savképzés: mindkét cso
teljesen sarga szinli (az anaerob csében gazképzddés is lehet). Erds oxidativ savképzés: az
aerob csO sarga szinii, az anaerob csében nincs, vagy csak nagyon gyenge a szinvaltozas.
Gyenge oxidativ savképzés: az aerob csO fels6 harmada sarga szinli, az anaerob csOben nincs
szinvaltozas.

(b)

51. abra A Hugh-Leifson teszt eredményei (Foto: Felfoldi T.)

A mindkét csdben negativ reakci6 (zold szin) azt jelzi, hogy a vizsgalt torzs nem képez savat a gliikkozbol (a). A vizsgalt torzs
a gliikdz anaerob (fermentativ) és aerob bontasara egyarant képes (sarga szin) (b).

A metilvoros (MR) és Voges-Proskauer (VP) reakcié soran a gliikozt fermentalod
baktériumok koziil a vegyes savas és a 2,3-butandiolos fermentacidra képes mikrobdkat
kiilonithetjiikk el egymastdl (lasd 77. GYAKORLAT). A VP teszt soran a 2,3-butdndiol
prekurzorat, az acetil-metil-karbinolt (acetoin) mutatjuk ki o-naftol és KOH segitségével. A
metilvords (MR) indikator savas végterméket (pH 4-5) jelez.

77. GYAKORLAT
Metilvoros és Voges-Proskauer reakcio

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

ismeretlen baktériumtorzs tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok

MR-VP tépleves

oltokacs

Bunsen-ég6

termosztat

ires kémeso

pipetta, steril pipettahegyek

a-naftol oldat (Barritt reagens)
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40%-0s KOH oldat
metilvords oldat
A vizsgélat menete

1. A steril taplevest tartalmaz6 kémesdre irjuk rd a vizsgalatba vont tenyészet azonositd
jelzését és az atoltas idopontjat.

2. A baktériumtenyészet kacsnyi mennyiségével oltsuk be az MR-VP taplevest.

3. A beoltott kémcsdvet helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.

Az inkubdcios id6t kdvetden a beoltott taplevesbdl pipettdzzunk 1 ml-nyi mennyiséget
egy lires kémcesdbe, majd adjunk hozza 0,6 ml 5%-o0s a-naftol oldatot és 0,2 ml 40%-o0s KOH
oldatot, és a nyitott kémecsovet helyezziik ferditdallvanyra. A tépleves kb. 5 perc alatt
bekovetkezd  rozsaszines-piros  szinvaltozasa  acetoin  képzddésére  (butandiolos
fermentéciora) utal (52. dbra). A beoltott tdpleves masik feléhez adjunk 5-6 csepp metilvords
indikatort, és ovatos keverjiik 6ssze. Pozitiv reakcid (vegyes savas fermentdcio) esetén a
tapleves tartdsan megmaradd piros szint mutat, mig a tpleves sargas szine negativ reakciot
jelez.

I\

-

52. abra A Voges-Proskauer teszt eredményei (Foto: Felfoldi T.)

A pozitiv reakciot a tapleves voros elszinezddése jelzi.

Az eszkulin (6,7 dihidroxi-kumarin-6-f3-gliikkozid) hidrolizisének kimutatdsa fontos
diagnosztikai bélyeg a coccusok azonositasaban (lasd 78. GYAKORLAT).

78. GYAKORLAT
Eszkulin hidrolizis vizsgalata

A vizsgélat targva. a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

eszkulin tapleves
oltokacs
Bunsen-¢go
termosztat
A vizsgélat menete
1. A steril taplevest tartalmaz6 kémesdre irjuk rd a vizsgalatba vont tenyészet azonositd
jelzését és az atoltas idopontjat.
2. A baktériumtenyészet kacsnyi mennyiségével oltsuk be az eszkulin taplevest.
3. A beoltott kémcsdvet helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.
4. Az inkubacids 1d6t kovetden pozitiv reakcid (eszkulin hidrolizis) esetén a képz6dod
6,7 dihidroxi-kumarin (eszkuletin) a taplevesben 1€évé vas(Felll) sokkal sotétbarna-fekete
szinll kolloidalis csapadékot képez. A tapleves szinvaltozasanak elmaraddsa negativ reakciot
jelez.
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A fehérjék lebontasa sordn keletkezO aminosavak hasznositasa 4altal a
mikroorganizmusok szintén fontos energiaforrasokat nyerhetnek.

Az aminosavakbdl torténé kénhidrogén termelés képessége a baktériumok kozott
altalanosan elterjedt tulajdonsag, ezért az ezt vizsgald teszt viszonylag csekély taxonomiai
jelentéséggel bir, bar alkalmas bizonyos szervezetek (pl. Salmonella és Escherichia fajok)
elkiilonitésére (lasd 79. GYAKORLAT).

79. GYAKORLAT
Kénhidrogén termelés vizsgalata

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

ismeretlen baktériumtorzs tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok

peptonviz tapleves

oltokacs

Bunsen-¢ég6

termosztat

indikator papir (6lom-acetat oldattal atitatott szlirépapircsik)
A vizsgalat menete

1. A steril taplevest tartalmazo kémesoére irjuk ra a vizsgalatba vont tenyészet azonositd
jelzését és az atoltas idopontjat.

2. A baktériumtenyészet kacsnyi mennyiségével oltsuk be a cisztein tartalmi peptonviz
taplevest. A reagenssel atitatott papircsikot ugy helyezziik a kémcsdbe, hogy a tapleves
felszine felett kb. 1-2 cm-rel legyen (de ne érjen bele, mert az dlom-acetdit mérgezo a
mikrobakra), majd rogzitsiik a kémcsovet lezaro dugd vagy kupak segitségével.

3. A beoltott kémcsovet helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.

4. Az inkubacios 1dot kovetden pozitiv reakcid (kénhidrogén képzodés) esetén a
papircsik feketére szinezddik (PbS keletkezése soran). Az indikator szinvaltozasanak
elmaradasa negativ reakciot jelez.

Bizonyos baktériumok triptofanbol a taplevesben felhalmozodé indolt képeznek. Az
indol képzédése Kovacs reagens (p-dimetilamino-benzaldehid) segitségével kimutathatod
(lasd 80. GYAKORLAT).

80. GYAKORLAT
Indol képzés kimutatasa

A vizsgélat targva. a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

peptonviz tapleves
oltokacs
Bunsen-¢go
termosztat
Kovacs reagens
A vizsgélat menete
1. A steril taplevest tartalmaz6 kémesdre irjuk rd a vizsgalatba vont tenyészet azonositd
jelzését és az atoltas idopontjat.
2. A baktériumtenyészet kacsnyi mennyiségével oltsuk be a cisztein tartalmt peptonviz
taplevest.
3. A beoltott kémcsovet helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.
4. Az inkubacids 1d6t kdvetden adjunk a tesztcséhoz néhany csepp Kovacs reagenst, €s
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hagyjuk, hogy az a téapleves tetején koncentralédjon. Pozitiv reakcid esetén a feliiluszo
amilalkohol piros gytirtit képez. Az indikéator szinvéaltozasanak elmaradasa negativ reakciot
jelez.

A mikroorganizmusok jelentds része rendelkezik foszfataz aktivitassal (lasd
81. GYAKORLAT).

81. GYAKORLAT
Foszfataz aktivitas vizsgalata

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs tenyészete ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
Na-fenolftalein-foszfat tartalmu tapagar lemez
oltokacs
Bunsen-¢go
termosztat
tomény ammoniaoldat
A vizsgélat menete

1. A steril taptalajt tartalmazd Petri-csészére irjuk ra a vizsgalatba vont tenyészet
azonosito jelzését és az atoltas idopontjat.

2. Egy kacsnyi baktériumtenyészettel végezziink un. keresztoltast (egy X-alakot
rajzolva) a Na-fenolftalein-foszfat tartalmu tapagar lemez feliiletén.

3. A beoltott tapagar lemezt helyezziik 28 °C-os termosztatba ¢€s inkubaljuk 1 hétig.

4. Az inkubéacios idot kovetden az értékelés ammoniagézzel torténik. Néhany csepp
tomény ammoniaoldatot cseppentsiink a felforditott Petri-csésze tenyészetek fedelébe.
Pozitiv reakci6 (foszfataz aktivitds) esetén a baktériumtelepek a felszabaduld szabad
fenolftalein kdvetkeztében pirosra szinezédnek. Negativ a proba, ha nincs elszinezddés.

A korokozo baktériumok jelentds része hemolizist kivalté enzimeket (hemolizineket)
is termel (lasd 82. GYAKORLAT). A hemolitikus zonék tipusa alapjan a, f és y hemolizist
kiilonithetiink el egymastol. a hemolizis esetén a véres agaron a baktériumtelepek koriil
z0ldes-barnds zoéna alakul ki a voros vértestek kiilonb6zd okokra visszavezethetd részleges
bomlasa miatt. f hemolizis soran a vords vértestek teljesen elbomlanak, ezért a véres agaron a
baktériumtelepek koriil atlatszo udvar alakul ki. A nem hemolizal6 szervezeteket (negativ
reakci0) nevezik y hemolizaloknak.

A sztreptokokkuszok altal kiilonbozd koriilmények kozott termelt hemolizinek oxigén
jelenlétében lehetnek labilisak (streptolizin O) vagy stabilak (streptolizin S). Az O tipust
streptolizin antigén tulajdonsagli extracellularis fehérje, az S tipusu streptolizin azonban nem-
antigén tulajdonsagu, és felszabaduldsdhoz keményitére vagy egy a szérumban 1év0 anyagra
van sziikség. Ettdl fliggetleniil véres agaron mindkettd hasonld tipusti hemolizist mutat.

82. GYAKORLAT
Hemolizis kimutatasa

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Bacillus cereus var. mycoides tenyészet ferde agaron
Bacillus subtilis tenyészet ferde agaron
Enterococcus faecalis tenyészet ferde agaron
Escherichia coli tenyészet ferde agaron
Staphylococcus aureus tenyészet ferde agaron
Streptococcus pyogenes tenyészet ferde agaron
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ismeretlen baktériumtorzs tenyészete ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

véres tapagar lemez
oltokacs
Bunsen-¢ég6
termosztat
A vizsgalat menete
1. A steril taptalajt tartalmazéd Petri-csészére irjuk ra a vizsgdlatba vont tenyészet
azonosito jelzését és az atoltas iddpontjat.
2. Egy kacsnyi baktériumtenyészettel végezziink un. keresztoltast (egy X-alakot
rajzolva) a véres tapagar lemez feliiletén (50. dbra).
3. A beoltott tapagar lemezt helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 24 6raig.
4. Az inkubécios idot kovetden a tapagar lemezen kifejlodott telepek koriili zona
alapjan hatdrozzuk meg a hemolizis tipusat.

Az Un. politrop taptalajok Osszetételik miatt tobbféle enzimatikus tulajdonsag
egyidejli vizsgalatara alkalmasak (lasd 83. GYAKORLAT). A TSI (Triple Sugar Iron) agar
tesztet altalaban a Gram-negativ enteralis bacilluszok (enterobaktériumok) elkiilonitésére
hasznaljak (4. tablazat). A kombinalt ferde és magasagar haromféle cukrot (gliikozt, laktozt és
szacharozt) és a szénhidrat bontas detektalasara fenolvords indikatort, tovabba a kénhidrogén
képzOddés kimutatasdra vas-ammonium-szulfatot tartalmaz (a csé mélyén a taptalaj
megfeketedik). A szénhidrat fermentaciot a taptalaj belsejében megfigyelhetd gazképzodés €s
a pH indikator pirosrdl sargéra torténd szinvaltozasa jelzi. A kizarolag gliik6éz fermentacidra
képes szervezetek kimutatasanak elOsegitésére a taptalajban a glilkéz koncentracidja csak
keletkezo kis mennyiségli sav a ferde taptalajban gyorsan oxidalodik, €s a taptalaj piros szin(
marad vagy visszapirosodik. Ezzel szemben a taptalaj mélyén, anoxikus koriilmények kozott a
savas reakci6 (sarga szin) fennmarad. A kémcs6ben 1évo alkalikus kornyezetet (jobb
atlevegdzést) fenntarthatjuk azaltal, hogy a kémcsovet lezard kupakot a tiptalaj beoltisat
kovetden lazan helyezziik vissza. Azok a szervezetek, amelyek képesek a szachar6z vagy a

crer

tovabb fermentalnak.

4. tablazat Néhany enterobaktérium tipikus TSI reakcidja

Baktérium TSI reakcio
Szurt tenyészet Ferde tenyészet ~ Gaz képzddés HaS termelés

Enterobacter sarga sarga — -
Escherichia sarga sarga — +
Klebsiella sarga sarga — —
Proteus sarga sarga vagy piros + —
Serratia sarga piros vagy sarga — +
Shigella sarga piros — —
Salmonella sarga piros + —

83. GYAKORLAT
Politrop taptalaj alkalmazasa a baktérium diagnosztikaban

A vizsgélat targva. a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs tenyészete ferde agaron
A vizsgalathoz sziukséges anyagok €s eszkozok
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TSI ferde tapagar
oltokacs
Bunsen-¢go
termosztat

A vizsgélat menete

1. A steril taptalajt tartalmazé kaamcsdre irjuk rd a vizsgalatba vont tenyészet
azonosito jelzését és az atoltas idopontjat.

2. Egy kacsnyi baktériumtenyészettel végezziik el a kombinalt ferde és magasagar
beoltasat ugy, hogy eldszor szurassal oltsunk a taptalaj mélyére, majd a baktériumtenyészetet
tartalmazd oltokacsot cikk-cakk vonalban huzzuk végig a ferde tapagar feliiletén (lasd
30. abra).

3. A beoltott tapagart helyezziik 35-37 °C-os termosztatba és inkubaljuk 18-24 6raig.

4. Az inkubacios id6t kovetden a tapagarban megfigyelheté reakciok alapjan a
4. tdblazat segitségével azonositsuk a vizsgalt baktériumtorzset. Kizarolag a gliikoz
fermentacioja esetén a taptalaj mélye sarga szini, a taptalaj ferde része piros. Gliikéz, laktoz
¢s/vagy szachardz fermentacidja esetén a taptalaj ferde része és a mélye is sarga szinil.
Fermentacios gaz képzodés soran a taptalaj belsejében buborékok lathatok. A taptalaj
egészének piros szine arra utal, hogy a szervezet nem fermental6. Kénhidrogén képzddésekor
a taptalaj mélyén fekete csapadék képzodik.

6.4.4 Elettani és okologiai vizsgalatok torzstenyészeteken

A mikroorganizmusok 4ltaldban jol alkalmazkodnak él6helyiik sajatossdgaihoz. A
kornyezet fizikai és kémiai tulajdonsagainak (hémérséklet, pH, fényviszonyok, oxigén
koncentracio, vizaktivitas stb.) valtozasa nagymértékben befolydsolhatja életfunkcioikat (pl.
szaporodasi sebesség, pigmentképzés, endospdraképzés). Az exponencialis szaporodasi
fazisaban levé sejtek altaldban érzékenyebbek, mig a staciondrius szakaszban levok
ellenallobbak a kdrnyezeti hatasokra.

6.4.4.1 Kornyezeti hatasok elemzése

A homérséklet nagy hatiast gyakorol a mikrobdk anyagcsere-folyamataira ¢és
szaporodasara (lasd 84. GYAKORLAT). Az egyes szervezetekre vonatkozéan a
hémérsékletnek harom jellegzetes értékét — minimum, optimum €és maximum — kiilonithetjiik
el (53.4bra). A hOmérsékleti optimum értékénél a baktériumok szaporodasi sebessége
maximalis, mig a minimum ¢s maximum értékek, adott kornyezeti feltételek mellett, a
mikroorganizmusok sejtosztddasanak also és felsd hatarat jelzik. Aszerint, hogy ez a harom
érteck milyen hOmeérsekleti tartomanyba esik, a mikroorganizmusokat pszichrofil (pl.
Micrococcus cryophilus, Bacillus psychrophilus), mezofil (pl. Staphylococcus aureus,
Escherichia coli), termofil (pl. Geobacillus stearothermophilus, Thermus aquaticus) ¢és
hipertermofil (pl. Pyrodictium occultum, Pyrolobus fumarii) szervezetek kozé sorolhatjuk.

A mikrobdk szaporodasi ¢€s pusztuldsi dinamikajat kiilonféle téptalajokon és
laboratoriumi koriilmények kozott tanulméanyozhatjuk.

84. GYAKORLAT
Baktériumok szaporodasa eltéro homérsékleti feltételek kozott

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

ferde huspepton tapagar

oltokacs
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Bunsen-¢go
termosztat
A vizsgélat menete
1. Feliratozassal jeloljiik a kémcsoveken a vizsgalandé mikroorganizmusokat.
2. A vizsgalando baktériumtorzs tenyészetének kacsnyi mennyiségét oltsuk ferde
haspepton tapagarra (lasd 32. abra).
3. A beoltott kémcsdveket inkubaljuk 4, 28 és 37 °C-os termosztatban 7 napig.
4. Az inkubacids id6 elteltével vizsgaljuk meg a novekedés és a pigment képzés
egymashoz viszonyitott mértékét.

53. abra A hémérséklet hatiasa a mikrobialis novekedésre (Foto: Felfoldi T.)

Micrococcus luteus tenyészetek egy hetes inkubaciot kovetden 4, 28 és 37°C-on (balrdl jobbra).

A mikroorganizmusok hétiirése fajonként, de akar torzsenként is nagyon kiillénbozo
lehet (lasd 85. GYAKORLAT). Altalanossagban elmondhatd, hogy a Gram-negativ
szervezetek érzékenyebbek, mint a Gram-pozitivak, illetve, hogy az endospdrak
ellenallobbak, mint a vegetativ sejtek (54. abra).

A mikrobak hétilirése — ami a logaritmikus szaporodasi fazisban a legkisebb — fligg az
alkalmazott hémérséklettdl, annak iddtartamatol, és a tobbi kornyezeti tényezotdl (pl. a
vizaktivitastol, a pH-tol, az egyéb ionok koncentraciojatol).

85. GYAKORLAT
A baktériumok hatiirésének vizsgalata

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

Escherichia coli 24-48 6rés tenyészetének szuszpenzidja

Bacillus subtilis 48-72 oras tenyészetének szuszpenzidja
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

20 ml olvasztott huspepton tapagar kémcsdben

60 °C-os és 95 °C-os vizfiirdd

pipetta, steril pipettahegyek

steril {ires Petri-csésze

Bunsen-ég6

termosztat

kémcsokeverd (vortex)
A vizsgélat menete

1. Az eldzetesen megolvasztott taptalajokat tartalmazé kémcsovekre irjuk rd a

vizsgalandd mikroorganizmus nevét és a kezelési hdmérsékletet, majd helyezziik azokat kb.
10-20 percre 60 °C-os ¢és 95 °C-os vizfiirdobe. Ezt kdvetden pipettdzzunk a kémcsdvekbe
aszeptikus koriilmények kozott 0,1-0,1 ml baktérium-szuszpenziot, és keverjiik ossze.
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2. 10 perces hodkezelés céljabol tegyiik vissza a beoltott kémcsoveket a megfeleld
hémérsékletii (60 °C-os vagy 95 °C-os) vizfiirdébe.

3. A hokezelést kovetéen a kémcsovek tartalmat Ontsiik olyan steril tlires Petri-
csészékbe (lasd 39. GYAKORLAT), melyekre eldzéleg mar felirtuk a vizsgalt
mikroorganizmus nevét és a hokezelés paramétereit.

4. A beoltott tapagar lemezeket helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.

5. Az inkubaciés id6 elteltével a baktériumok hotlirésére a taptalaj feliiletén és
belsejében megjelend kolonidk szamabol kovetkeztethetiink (54. abra).

54. abra Baktériumok hétiirésének vizsgalata (Foto: Felfoldi T.)

Bacillus subtilis telepek novekedése azt kovetden, hogy a baktérium szuszpenziot a taipagarban 10 percig 60°C-os
hokezelésnek vetették ala (a). Bacillus subtilis telepek novekedése 90°C-os, 10 perces hékezelést kovetden (b).
Megfigyelhet6 a telepszamban bekovetkezett drasztikus valtozas, annak ellenére, hogy a beoltas azonos csiraszammal tortént.

A hidrogénionok kornyezeti koncentracioja (pH) az egyik legfontosabb ndvekedést
¢s szaporodast szabalyozd tényezO, hiszen befolyasolja a mikroorganizmusok
membrantranszport  folyamatait, az enzimek szintézisét ¢és  aktivitasat  (lasd
86. GYAKORLAT). Minden mikrobanak megvan a sajat pH optimuma (az a pH érték, ahol
adott koriilmények kozott maximalis a szaporodési ratdja), minimuma €s maximuma (az a
minimalis, illetve a maximalis pH érték, ahol még egyaltalan szaporodast mutat). Az eltérd
pH optimumok alapjan a mikroorganizmusok lehetnek acidofil (pl. Sulfolobus acidocaldarius,
Thiobacillus thioxidans), neutrofil (pl. Escherichia coli, Micrococcus luteus) és alkalofil (pl.
Bacillus alcalophilus) szervezetek.

86. GYAKORLAT
A pH hatasa a mikroorganizmusok szaporodasara

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Escherichia coli 24-48 6ras tenyészetének szuszpenzidja
Stapylococcus aureus 24-48 oras tenyészetének szuszpenzidja
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

pH 5, 7 és 9 értékii huspepton taplevesek
pipetta, steril pipettahegyek
Bunsen-¢ég6
termosztat
kémcsdkeverd (vortex)
A vizsgélat menete
1. Feliratozassal jeloljiik a kémesdveken a vizsgalandd mikroorganizmusokat.
2. A baktériumtorzsek szuszpenziojabol aszeptikus koriilmények kozott pipettdzzunk
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0,1-0,1 ml-nyi mennyiséget pH 5,7 ¢és 9-es értéki huspepton taplevesekbe, majd
kémcsdkeverd segitségével keverjiik dssze.

3. A beoltott kémcsdveket helyezziik 28 °C-os termosztatba €s inkubaljuk 1 hétig.

4. Az inkubacios 1d6 elteltével a pH-toleranciara a téplevesek kontrollhoz (steril
tapleves) viszonyitott zavarosodasanak mértékébdl (optikai denzitds valtozasabol)
kovetkeztethetilink.

A mikroorganizmusok szdmara jorészt a szabad, fizikailag, kémiailag nem kotott viz
hozzaférheté (lasd 87. GYAKORLAT). E szabad viztartalom kifejezésére szolgdl a
vizaktivitas (av), aminek az értéke 0-1 kozott lehet. A vizaktivitds egy viszonyszam, amely az
oldatok parcialis géznyomésa (p), valamint a tiszta olddszer géznyomasanak (po,) aranya egy
adott homérsékleten. Az ay szemléletes Osszefliggésbe hozhatod az oldatok toménységével is:
av=p/po=no/(n,+n), ahol p=az oldat gbéznyomasa, po=az olddszer gdznyomasa
(ugyanazon a homérsékleten), n = az oldott anyag mol szama, n, = oldészer moél szama. Ha az
oldott anyag koncentraciéja nd, akkor a vizaktivitds (ay) csokken. A vizaktivitas értéke
kémiailag tiszta viz esetén 1,0.

A vizaktivitas értéke szorosan Osszefiigg az oldatok fiziko-kémiai tulajdonsagaival. Az
oldatok — elsdsorban a tomény oldatok — az oldott anyag kémiai tulajdonsigai és/vagy
vizaktivitas valtoztatd szerepe révén hatnak a mikrobédkra. (Az av tolerancia néhdny esetben
fliggetlen lehet az oldott anyagtol.)

Mivel a mikrobédk szaporodasa csak bizonyos vizaktivitas-hatarok kozott megy végbe, a
vizaktivitdssal jol jellemezhetd a mikroorganizmusok szaporoddsanak vizigénye (5. tablazat).
Tobbséglik szaporodasahoz nagy vizaktivitas sziikséges. A legkisebb vizaktivitast a mikrobak
szaporodasuk egyébként optimalis koriilményei kozott viselik el. Més kornyezeti tényezdk
(pl. hdmérséklet, pH) szuboptimalis mértéke a csokkent vizaktivitas szaporodds gatld hatasat
erésen fokozza.

5. tablazat A mikroorganizmusok szaporodasahoz sziikséges minimalis vizaktivitas értékek

Mikroba csoport ay

Baktériumok altalaban 0,91
Halofil baktériumok 0,75
Eleszték altalaban 0,88
Xerotrof élesztok <0,80
Penészek altalaban 0,80
Xerotrof penészek 0,70

A vizaktivitds csokkentésének pl. az élelmiszeriparban nagy jelentdsége van. Az
¢lelmiszerek tartositdsa, a mikroorganizmusok szamara hozzaférhetd viz, tehat a vizaktivitas
csokkentésével (pl. szaritas, cukrozas, s6zas, fagyasztas) érhetd el.

A mikrobak vizaktivitds igénye vagy tolerancidja jol jellemezhetd cukor-, illetve
sotlirésiikkel. A gyakorlaton a sotolerancia meghatarozdsdhoz a tapkozeg vizaktivitas
csOkkenését NaCl hozzaadasaval érjiik el.

87. GYAKORLAT
Vizaktivitas hatasa a mikrobak szaporodasara

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

E. coli 24-48 oras tenyészetének szuszpenzidja

Staphylococcus aureus 24-48 6ras tenyészetének szuszpenzidja
A vizsgalathoz sziikséges anyagok ¢és eszkdzok

crer
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pipetta, steril pipettahegyek
Bunsen-¢ég6
termosztat
kémcsdkeverd (vortex)
A vizsgélat menete

s

crer

majd kémcsoékeverd segitségével keverjiik 0ssze. Feliratozassal jeloljiik a kémcsoveken a
vizsgalt mikroorganizmusokat.

2. A beoltott kémcsoveket helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.

3. Az inkubacios id6 elteltével a NaCl-toleranciara a taplevesek kontrollhoz (steril
tapleves) viszonyitott zavarosodasanak mértékébdl (optikai denzitds valtozasabol)
kovetkeztethetiink.

Pontos 0Osszehasonlitdshoz — a steril tépleves kontrollhoz viszonyitva —
spektrofotométer segitségével is mérhetjiik az optikai denzitast.

A legtobb mikroorganizmus igen érzékeny az ultraibolya sugarzasra (lasd
88. GYAKORLAT). Az UV tartomédny a napfényspektrum viszonylag széles savjat lefedi
(4 nm-400 nm), de ennek csupan sziik része felelds az Gn. germicid hatasért. A legerdteljesebb
,,Ccsiradld” hatds, a DNS replikdcid zavarai miatt, 265 nm kdrnyékén érhetd el. A pigmenttel
rendelkezd baktériumok viszonylagos védettséget ¢lvezhetnek.

88. GYAKORLAT
Az UV sugarzas hatasa baktériumok szaporodasara

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
huspepton tapagar lemez
9 ml steril dH,0O kémcsdben
pipetta, steril pipettahegyek
oltokacs
szélesztObot (sterilezéshez alkohol)
kémcsdkeverd
Bunsen-¢ég6
UV lampa
takaro lap vagy folia
termosztat
A vizsgélat menete

1. A vizsgdland6 baktériumtorzs tenyészetébdl kacsnyi mennyiséget szuszpendaljunk
steril vizben, €s alaposan keverjiik 6ssze kémcsOkeverd segitségével.

2. Az igy nyert szuszpenzidbol szélessziink 0,1 ml-nyi mennyiséget steril tdpagarlemez
feliiletére (lasd 25. GYAKORLAT). A fert6zott lemezek egy részét takarjuk le (pl.
aluféliaval), majd ezt kovetden adott ideig exponaljuk UV ldmpa alatt. A behatdsi id6
elteltével tavolitsuk el a foliat. A Petri-csészén jeloljiik feliratozassal a vizsgalt
mikroorganizmust €s az UV sugarzas behatasi idejét.

3. Kapcsoljuk ki az UV lampat.

4. A beoltott tdpagar lemezt helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.

5. Az inkubacios i1d6 elteltével a germicid hatds mértékét a baktériumoknak a
tapagarlemez letakart és az UV hatasnak kozvetlentil kitett feliiletén valdo ndvekedési
intenzitasa kozti kiilonbség jelzi.
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6.4.4.2 Antimikrobialis vegyiiletek és antibiotikumok hatasanak vizsgalata

A mikroorganizmusokra hatd biotikus és abiotikus gatlo hatasok sokféle mechanizmus
alapjan miikkodhetnek.

Az antimikrobidlis vegyliletek olyan gatlo anyagok, melyek a mikrobdkat elpusztitjak
(pl. baktericid, fungicid anyagok), vagy szaporodasukban reverzibilisen gatoljak (pl.
bakteriosztatikus, fungisztatikus anyagok). Hatasmechanizmusuk nagyon kiilonb6zd lehet:
denaturalhatjak a fehérjéket, karosithatjdk a sejtfalat, a sejtmembrant, vagy mint kémiai
antagonistak gatolhatjak az energiatermeld és a bioszintetikus folyamatokat.

Ilyen példaul a baktériumok sejtfalanak mureinjére hat6 lizozim, ami a természetben
széles korben elterjedt. Megtaldlhato kiilonbozd allati szervekben, ndvényekben, valamint
bakteriofagokban, ¢és a tojasfehérje albuminjaban is szamottevé mennyiségben. Az enzim
aktivitdsat a Micrococcus luteus baktérium szuszpenzi6 optikai denzitdsanak csdkkenésével
tesztelhetjiik (lasd 89. GYAKORLAT).

89. GYAKORLAT
Tojas lizozim tartalmanak meghatarozasa

A vizsgalat targya, a vizsgélt mikroorganizmus
Micrococcus luteus tenyészet Petri-csészében
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
tojas
zselatinos foszfat pufter
lizozim
lombik
félkémcsd
pipetta, steril pipettahegyek
oltokacs
kémcsokeverd (vortex)
Bunsen-¢go
termosztat
spektrofotométer
A vizsgélat menete
1. Feliratozassal jeldljiik a kémcsoveket.
1. Petri-csészére szélesztett 24 o6ras Micrococcus luteus tenyészetbdl készitsiink stiri
szuszpenziot 5 ml zselatin tartalmu fosztat-pufferben.
2. Torjlik fel a tojast, és valasszuk szét a sargdjat és a fehérjét.
3. A tojasfehérjét foszfat puffer segitségével higitsuk 1000-szeresére.

cre

forgalomban kaphato kristalyos lizozimbol.
5. Ezt kovetden a tablazatban lathatd protokoll szerint készitsiink a mintabol higitasi
sorozatot (lasd 25. GYAKORLAT).

Félkémcso 1 2 3 4 5 6 7
Puffer (ml) 0 2 3 3,5 3,75 3,88 3,94
Minta (ml)? 4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06

M. luteus szuszpenzi6 (ml) 03 03 03 03 03 03 0,3
Tojasfehérje OD (30 min.)

Standard OD (30 min.)

3 Tojasfehérje minta vagy lizozim oldat

6. Az egyes higitasi tagokba egy perces id6kozonként mérjlink 0,3-0,3 ml Micrococcus
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luteus szuszpenziot.

7. Alapos 0sszekeverés utan inkubaljunk minden csovet szobahémérsékleten 30 percig.

8. Az inkubacios 1d6 elteltével — a pufferhez viszonyitva — spektrofotométer
segitségével 520 nm-en mérjiik meg az egyes szuszpenzidk az optikai denzitast.

9. A mért OD értékeket a lizozim minta térfogatok fliggvényében abrazoljuk szemi-
logaritmikus papiron, és a gorbe kozépsé részének interpoldlasaval hatdrozzuk meg a
tojasfehérje lizozim tartalmat (mg).

Az antibiotikumok baktériumok, illetve gombak anyagcseréje soran termel6dott olyan
vegylletek, amelyek kis koncentracioban is hatdsos és specifikus anyagcseregatlo szerek, s
melyek ezaltal mas mikrobdkat elpusztitanak, vagy szaporodasukban korlatoznak. A
legismertebb antibiotikum-termeld szervezetek a baktériumok Streptomyces ¢€s Bacillus
nemzetségebe, valamint a gombak a Penicillium és Cephalosporium nemzetségébe tartoznak.
Az antibiotikumoknak csupan kis hanyada alkalmas gydgyaszati (terapias) célokra.

Mas antimikrobialis szereket (pl. szulfonamidokat) célzott kémiai fejlesztésekkel
allitanak el6. A gyogyaszatban alkalmazhato ilyen anyagcseregatld szereket kemoterapids
anyagoknak nevezzik.

A gyakorlaton a kiilonb6zé antimikrobidlis vegyliletek hatasat antimikrobidlis anyag
tartalmu korongok (6. tdblazat) segitségével vizsgaljuk (Iasd 90. GYAKORLAT 55. abra).

6. tablazat Néhany antimikrobialis anyag tipusa és hatasmechanizmusa

Antibiotikum Hatas Tipus (spektrum)
Penicillin G sejtfal-szintézis gatlas szlik, Gram”
Ampicillin/ Sulbactam sejtfal-szintézis gatlas széles, Gram', néhany Gram™
Vancomycin sejtfal-szintézis gatlas sziik, Gram"
Streptomycin fehérjeszintézis gatlas, széles, Gram", Gram™
30S riboszoma alegység
gatlas
Tetraciklin fehérjeszintézis gatlas, széles, Gram", Gram™
30S riboszoma alegység Rickettsia, Clamydia
gatlas
Kloramfenikol fehérjeszintézis gatlas, széles, Gram", Gram™
508 riboszoma alegység Rickettsia, Clamydia
gatlas
Erythromycin fehérjeszintézis gatlas, szlik, Gram", Mycoplasma
50S riboszoma alegység
gatlas
Ciprofloxacin DNS szintézis gatlas széles, Gram", Gram™
Rifampicin DNS szintézis gatlas széles, Gram", Mycoplasma
Polymyxin B membran transzport gatlas szlik, Gram™
Kemoterapias szer
Sulphamethoxazol/ tetrahidrofolsav széles, Gram", Gram™
Trimetoprim szintézis gatlas

90. GYAKORLAT
Antibiotikumok hatasanak vizsgalata korong teszttel

A vizsgélat targva. a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtdrzs tenyészet ferde agaron
A vizsgalathoz sziukséges anyagok €s eszkozok
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steril dH20 kémcsdben
oltokacs
kémcsokeverd (vortex)
huspepton tapagar lemez
pipetta, steril pipettahegyek
sz¢lesztobot (sterilezéshez alkohol)
fémcsipesz
»antibiotikum” korongok
Bunsen-¢go
termosztat
vonalz6

A vizsgalat menete

1. Az ismeretlen baktériumtorzs tenyészetébol készitsiink steril vizben szuszpenziot.

2. Sz¢lessziik a szuszpenzid 0,1-0,1 ml-nyi mennyiségét az eldzbleg feliratozott
huspepton tapagarlemezek feliiletére (lasd 25. GYAKORLAT).

3. A fertdzott tapagar lemezekre steril csipesz segitségével helyezziink antibiotikum
tartalmu korongokat (lemezenként 4-5 korongot) (55. abra).

4. A tapagar lemezt helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.

5. Az inkubacios ido elteltével értékeljiik ki a teszt eredményét. A korongra felvitt
antimikrobialis anyagok az inkubacids id6 alatt a taptalajba diffundaltak, és a diffazio
gyorsasagatol, a hatdéanyag mennyiségétol, valamint a mikroba érzékenységétdl fliggden
kisebb-nagyobb géatlasi zonat hoztak 1étre (55.4bra). Ertékeléskor a gatlasi zoénak
atmérdjének meghatarozasaval (mm-ben kifejezett érték) kovetkeztethetiink a mikroba
tesztelt antimikrobialis anyaggal szembeni érzékenységére vagy rezisztenciajara.
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55. abra Antibitotikumok hatasanak kimutatasa korongdiffizios teszttel

A vizsgélatba vont baktérium szuszpenzidjaval tapagarlemezt fertdziink, majd az antibiotikum tartalmu tesztkorogokat a
fert6zott tapagarra helyezziik (a). Kelld inkubacios id6 elteltével a korongok koriil kialakult gatlasi zona atmérdjének (vagy
sugaranak) lemérésével (b) kdvetkeztethetlink a baktériumtdrzs antibiotikum érzékenységére.

Két antimikrobialis szer egyiittes alkalmazasaval eldonthetd, hogy a szerkombinaciok
egymds hatasat gyengitik (antagonizmus) vagy erdsitik (szinergizmus) (lasd
91. GYAKORLAT).

91. GYAKORLAT
Szinergizmus vagy antagonizmus kimutatasa antimikrobialis szerkombinaciok esetén

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok

steril dH2O kémcsOben
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oltokacs
kémcsoékeverd (vortex)
huspepton tapagar lemez
pipetta, steril pipettahegyek
szélesztobot (sterilezéshez alkohol)
fémcsipesz
»antibiotikum” korongok
Bunsen-¢ég6
termosztat
vonalzo

A vizsgélat menete

1. Az ismeretlen baktériumtorzs tenyészetébdl steril vizben készitstink szuszpenziot.

2. A szuszpenzié 0,1-0,1 ml-nyi mennyiségét szélessziik - az elézéleg mar
feliratozott - huspepton tapagarlemezek feliiletére (lasd 25. GYAKORLAT).

3. A fert6zott tapagarlemezek feliiletére az antimikrobialis anyag tartalmu korongokat
— steril csipesz segitségével — nem csupan egyesével, hanem parban, egymasra helyezve is
rakjuk fel.

4. A tapagar lemezt helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.

5. Az inkubacios id6 elteltével értékeljiik ki a teszt eredményét. Ertékeléskor mérjiik
meg a gatlasi zonak atmérdjét (mm-ben). Az antimikrobidlis anyag kiillon-kiilon mért gatlasi
zonait az egyiittesen mért értékkel 6sszehasonlitva kovetkeztethetiink a szinergizmus vagy az
antagonizmus meglétére.

A mikroorganizmusokbdl nyerhetd elsddleges vagy masodlagos anyagcseretermékek
szdma hatartalan. Az 1) és hasznos (érdekes) metabolitok megtaldldsa a tesztelési
modszereken és a vizsgalt mikrobak anyagcsere folyamatain mulik.

Antimikrobialis hatasu anyagok keresése legegyszeriibben agardiffiziés médszerrel
végezhetd (lasd 92. GYAKORLAT).

56. abra A nanoeziist antagonista hatasa baktérium torzsek szaporodasara
(kiilonb6z6 koncentraciokban alkalmazva) (Fot6: Makk J.)

Escherichia coli ATCC 8739 (a) Staphylococcus aureus ATCC 6538 (b) (x. gyakorlat).

92. GYAKORLAT
Streptomyces torzsek razatott tenyészet sziirletének "screenelése"

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Staphylococcus aureus tenyészet ferde agaron
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Streptomyces spp. tenyészet ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyvagok és eszkdzok

malata tapleves lombikban
huspepton tapleves
oltokacs
razotermosztat (37 °C-os)
spektrofotométer
huspepton tapagar Petri-csészében
steril Petri-csésze
steril fémcsipesz
steril sziirépapir korongok
steril dugofaro
pipetta, steril pipettahegyek
steril fecskenddsziird
termosztat

A vizsgélat menete

1. A vizsgalat elokészitéseként oltsuk a Streptomyces torzseket lombikban 1évd steril
malata taplevesbe.

2. A beoltott lombikokat tegyiik 37 °C-os razotermosztatba, €s razassuk 7 napig.

3. A Streptomyces torzsek malata taplevesbe vald oltasat kdvetd 6. napon oltsuk a
tesztmikrobaként hasznalt Staphylococcus aureus torzset hispepton taplevesbe.

4. A taplevesbe oltott Staphylococcus aureus torzset tenyéssziik razatassal egy éjen at
37 °C-on.

5. A tenyésztést kovetden a Staphylococcus aureus tesztmikroba szuszpenzid surliségét
optikai uton allitsuk be igy, hogy az ODgso értéke 0,3 legyen.

6. A higitott szuszpenzidé 1 ml-nyi mennyiségével fertézziink 100 ml felolvasztott és
50 °C-ra visszahiitott htispepton tapagart.

7. Az igy fert6zott tapagarbdl ontslink lemezeket (lasd 39. GYAKORLAT) steril Petri-
csészékbe. Hagyjuk a lemezeket megszilardulni.

8. Ezt kovetden a Streptomyces torzsek 37 °C-on, 1 hétig razatott szlirletét vigyiik at a
Staphylococcus aureus-szal fertdzott tesztagarra. Erre két eljaras alkalmazasat javasoljuk. Az
egyik esetben steril csipesszel a szlirletbe martott (kb. 1 cm atmérdjii) steril sziir6papir
korongot a tesztagar felszinére helyezziik. A masik lehetdség, hogy steril dugoéfuroval
lyukakat készitiink a tesztagarba, és ezekbe a lyukakba pipettazunk a Streptomyces tenyészet
sziirletébdl.

9. A tapagar lemezt helyezziik 37 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 napig.

10. Az inkubdacids 1d6 elteltével az antimikrobidlis anyag jelenlétét a gatlasi zonak
megjelenése jelzi (56. abra).

A mikrobdk altal termelt antimikrobialis anyagokkal szembeni érzékenységet
keresztcsikolatos médszerrel is vizsgalhatjuk (lasd 93. GYAKORLAT). A vizsgélat azon
alapul, hogy a szilard taptalaj feliiletére oltott gatléanyagot termelé mikroorganizmusbol a
keletkezd antibiotikum a taptalajba diffundal, és gatolja a termeld torzs mellé oltott érzékeny
mikrobék szaporodasat (57. dbra).

93. GYAKORLAT
Mikrobak antagonizmusanak vizsgalata keresztcsikolatos modszerrel

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
antibiotikum-termelé mikroba. Penicillium chrysogenum tenyészet
E. coli tenyészet ferde agaron
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Bacillus cereus var. mycoides tenyészet ferde agaron
Micrococcus luteus tenyészet ferde agaron
Serratia marcescens tenyészet ferde agaron
Staphylococcus aureus tenyészet ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron

A vizsgélathoz sziikséges anyagok €s eszkdzok

huspepton tapagar lemezek
oltokacs
Bunsen-¢ég6
termosztat
A vizsgalat menete

1. A feliratozott Petri-csészében 1évo tapagarlemez kozepére egy — a lemez atmérdjén
végighuzott — vonaloltassal vigylik fel az antibiotikum termeld mikrobat (57. abra).

2. A tapagar lemezt helyezziik 28 °C-os termosztatba €s inkubaljuk 1 hétig.

3. Ezt kovetden a feliratozott Petri-csészében 1évo antibiotikum termeld mikroba mellé,
keresztcsikozassal oltsuk le a tesztmikrobakat (57. abra) ugy, hogy az oltasi vonalak ne
érintsék egymast.

4. A tapagar lemezt ismét helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.

5. Az inkubaciés id6 elteltével a gatlasi tavolsdg meghatarozasaval értékeljiikk az
antibiotikum termelé mikroba ¢és a tesztszervezetek kozotti kolcsonhatasokat (57. abra).
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57. abra Mikrobak antagonizmusanak, illetve szinergizmusanak kimutatasa
keresztcsikolatos modszerrel
A ,termelé mikroba” tenyészetét vonaloltassal hozzuk 1étre (a). Megfelel idotartalmil inkubaciét kovetden a termeld

mikroba telepre merélegesen a tesztmikrobak tenyészeteivel oltunk (b). A tesztmikrobak kindvését kovetden lemérhetjiik a
gatlasi zonat (c), vagy észleljiik a tesztmikroba erételjesebb ndvekedését a termeld torzs tenyészete kdzelében.

Az antimikrobidlis vegyiiletekkel szemben gyakran tapasztalhatjuk a rezisztencia
kialakulasat vagy meglétét. A rezisztencia lehet természetes vagy szerzett. Természetes
rezisztencia esetén a mikroba felépitése (pl. sejtfal tipusa, atjarhatésaga, a receptorok vagy a
transzportrendszer hidnya) gatolja az antibiotikum hatdsanak kifejtését. A szerzett rezisztencia
spontan mutéciok, vagy horizontalis géntranszfer (konjugacid, transzdukcid, transzformacio)
révén alakul ki.

A gyakorlaton a replika technikat alkalmazzuk a kiilonb6z6 antibiotikumokkal
szemben rezisztens mikrobak izolalasara (lasd 94. GYAKORLAT). Ezzel a modszerrel a
Petri-csészékben kialakult, kiilonallo telepek alkotta lemeztenyészetrdl "kopiat-kopidkat"
készitiink (58. dbra). Egy mllanyag vagy fém tuskora feszitett steril barsonyszovetet Ovatosan
a tenyészetre nyomva, a barsony finom szdlai oltokacsként szolgdlnak, és igy egyszerre
valamennyi telepet atolthatjuk antibiotikum tartalmu tapagar lemezekre (az alaptaptalajon
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novekedést mutato, telepképzd szervezet nem novekszik a szelektiv taptalajon). A replika
technika segitségével mas jellegzetes képességeket mutatd mikrobatorzseket, pl. kiillonbdzo
anyagcsere-mutansokat is nyerhetiink megfelelden szelektiv taptalajok alkalmazéasaval.

94. GYAKORLAT
Replika-technika alkalmazasa antibiotikum rezisztens mikrobak izolalasara

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
fert6zott huispepton tapagar lemezeken fejlodott mikroba telepek
(pl. talaymikrobak tenyészete)

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

milanyag, vagy fém tuskora feszitett steril barsonyszovet (replika tusko)
kiilonb6z6 antibiotikumokat tartalmazo tapagarlemezek
termosztat

A vizsgélat menete

1. A vizsgalathoz hasznaljunk kornyezeti mintabol szarmazo, szélesztéses technikaval
fertdzott huispepton tapagar lemezeket (lasd 25. GYAKORLAT).

2. Az igy elokészitett tapagar lemezekrol replika tusko segitségével — annak dvatosan a
tenyészetre nyomasaval — készitsiink masolatot (58. abra).

3. Ezt kovetden a replika tusko segitségével készitsiink lenyomatokat - az el6zdleg
feliratozott -, kiilonbdzd antibiotikum tartalmu tapagar lemezekre. Ugyeljiink arra, hogy az
egyes lemezeket az eredetivel azonos pozicidban, gondosan megjelolve masoljuk at 58. abra.

4. A tapagar lemezeket helyezziik 28 °C-os termosztatba ¢és inkubaljuk 1 hétig.

5. Az inkubacios id6 elteltével végzett értékelés soran — az eredeti szélesztéssel
fertdzott lemezen fejlodott telepekkel Osszehasonlitva — vizsgaljuk meg a kifejlodott/nem
fejlodott telepek alapjan az antibiotikum rezisztenciat/érzékenységet.
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58. abra Replika eljaras hasznalata

Kornyezeti mintabol szarmazo szélesztett agar tenyészetet replika tuskora feszitett steril barsony szovettel ,,mintazunk” (a).
Ovatosan ranyomjuk a barsonyt a tenyészetre (b), majd a barsonnyal antibiotikum tartalmu 4j taplemezeket oltunk (c).
Osszehasonlitva a kifejlodott uj tenyészetet az eredetivel (d) fény deriil a rezisztens mikrobék telepeire.
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Az edényes novények altal termelt, mikroorganizmusokra kis koncentracidoban is
toxikus, szelektiv hatdsu vegyiileteket nevezziik fitoncidoknak (lasd 95. GYAKORLAT).
Kémiai szerkezetiiket tekintve nagyon sokfélék lehetnek. K6z¢&jiik tartozik pl. a fokhagymabol
kimutatott allicin, (ami az enzimek szulfhidril csoportjait koti le), a paprika kapszaicinja, a
komldéban levé humulon, a fahéj eogenol aldehidje, vagy a szegfliszegben talalhato
benzoesav.

95. GYAKORLAT
Novényi antimikrobialis vegyiiletek hatasanak vizsgalata

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
lombik
Bunsen-¢go
steril dH2O kémcsében
pipetta, steril pipettahegyek
kémcsokeverd (vortex)
huspepton tapagar lemez
sz¢lesztobot (sterilezéshez alkohol)
dugofurd eszkoz
fémcsipesz, kés
novények (pl. hagyma, fokhagyma, gyombér, kakukkfii, kamilla)
névényi kivonatok (pl. kakukkfii kivonat, paprika kivonat)
termosztat
A vizsgalat menete

1. A novényi anyagokat forrasban 1évo vizfiirdoben extrahaljuk 10 percig, majd
hagyjuk kihiilni, illetve hasznalhatunk kereskedelemben kaphat6 kivonatokat.

2. Az ismeretlen baktériumtorzs tenyészetébol steril vizben készitsiink szuszpenziot.

3. A szuszpenzi6 0,1-0,1 ml-ny1 mennyiségét szélessziik huspepton tapagarlemezek
feliiletére (lasd 25. GYAKORLAT). A szélesztést kovetden a lemezeket kis ideig hagyjuk
szikkadni, majd vagjunk a fert6zott taptalajba — égetéssel csiramentesitett dugéfurdval —
lemezenként 3 lyukat. Pipettaval toltsiink a lyukakba kiilonb6zé ndvényi kivonatokat.

4. A fokhagymat, gyombért szeletekben (frissen vagott felsziniikkel a taptalaj felé
forditva) helyezziik a szélesztéssel fertdzott tapagar lemezekre.

5. A tapagar lemezeket helyezziik 28 °C-os termosztatba €s inkubaljuk 1 hétig.

6. Az inkubacids id6 elteltével a vizsgdlatba vont ndvényi anyagok a tiptalajba
diffundélnak €és a mikroorganizmusok érzékenységétol fliggden kisebb-nagyobb gatlasi zonat
hoznak létre. Kiértékeléskor a gatlasi zonak atmérdjét mérjiilk meg mm-ben.

A nehézfémek pl. eziist, réz, nikkel ionjai mar igen kis koncentracidban toxikusak
(fehérjék denaturaldsa) a mikrobdkra. Jelen gyakorlatunkban azt vizsgaljuk, hogy az ionok a
szilard taptalajba diffundélva és a vizsgalt mikroorganizmus érzékenységeétdl fiiggben
kiilonb6z6é méretli gatlasi zonat alakitanak ki (lasd 96. GYAKORLAT).

96. GYAKORLAT
Nehézfémionok gatlo hatasanak vizsgalata

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok

steril dH>O kémcsdében
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pipetta, steril pipettahegyek
Bunsen-¢ég6
kémcsokeverd (vortex)
huspepton tapagar lemezek
sz¢élesztobot (sterilezéshez alkohol)
dugéfiuro eszkoz
kiilonbozé toménységli CuSO4-oldatok (egy telitett, valamint ennek egy 10-
szeres ¢s egy 100-szoros higitast oldata)
fémcsipesz
rézlemezke
termosztat
A vizsgélat menete
1. Feliratozassal jeloljiik a kémcsoveket.
2. Az ismeretlen baktériumtorzs tenyészetébdl steril vizben készitslink szuszpenziot.
3. Iratozzuk fel a tapagar lemezeket tartalmazo6 Petri-csészéket, majd szuszpenzio 0,1-
0,1 ml-nyi mennyiségét szélessziik a huspepton tépagarlemezek feliiletére (lasd
25. GYAKORLAT). A szélesztést kovetden a lemezeket kis ideig hagyjuk szikkadni, majd
vagjunk a fertdzott taptalajba — égetéssel csiramentesitett dugofuréval — lemezenként
3 lyukat. Pipettaval toltsiink a lyukakba kiilonb6z6 toménységii CuSOs-oldatot.
4. A leégetett rézlemezeket és pénzérméket helyezziik a szélesztéssel fert6zott tapagar
lemezekre.
5. A tapagar lemezeket helyezziik 28 °C-os termosztatba és inkubaljuk 1 hétig.
6. Az inkubacios id6 elteltével a taptalajba diffundalé nehézfémionok a hatdanyag
mennyiségétol és a vizsgalt baktériumtorzs érzékenységétdl fiiggden kisebb-nagyobb gatlasi
zonat hoznak létre. Kiértékeléskor a gatlasi zonak atméréjét mérjiilk meg mm-ben.

6.4.1 Baktériumtorzsek kemotaxondmiai vizsgalata

A kemotaxonomia az él6lények kémiai alkotdinak véltozatossdgaval foglalkozik.
Modszereinek robbanasszerti elterjedése a kromatografids eljarasok fejlodésével valt lehetove.
Kemotaxonomiai modszerek segitségével vizsgalhaté a mikroorganizmusok nukleinsavainak
¢s fehérjéinek szerkezete, mindsége ¢€s mennyisége, karakterisztikus szénhidratjaik,
anyagcsere végtermékeik, lipid komponenseik Osszetétele (7. tablazat).

7. tablazat A baktériumok sejtfalaban és citoplazma membranjaban eléfordulé
kemotaxonémiai markerek

Struktura Kemotaxonomiai marker
1zoprenoid kinonok
lipidoldékony pigmentek

plazmamembran (Gram-pozitiv €s lipoteikosavak
negativ Bacteria) polaris lipidek
fehérjék
peptidoglikan és analdgjai
sejtfal (Gram-pozitiv €s negativ sejtfal-cukor Osszetétel
Bacteria) teikosavak és szarmazékai
lipopoliszacharidok
Gram negativ Bacteria (K és O antigének)
kiils6 membranja polaris lipidek

kotott lipidek: mikolsavak
Gram pozitiv Bacteria szabad lipidek: glikolipidek,
szulfoglikolipidek, viaszok
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A nukleinsav alapu technikak elterjedésével a kemotaxonomiai moddszerek ugyan
kisebb jelentdséggel birnak, de pl. fajleirasokndl a kemotaxondmiai markerek ismerete
elengedhetetlen. Ezen kiviil munkaigényessége ellenére a kemotaxonomiai technikékat széles
korben alkalmazzak mikrobidlis biodiverzitds vizsgalatokra, hiszen ellentétben a nukleinsav
alapu technikakkal itt a kornyezetbdl amplifikalds nélkiil torténik a kémiai komponensek
kinyerése, igy a kapott eredmények pontosabb mennyiségi informéciot hordoznak.

6.5  Sejtfal osszetétel vizsgalata

A sejtfalalkotok koziil taxonomiai szempontbol a peptidoglikan tipusa dontd
fontossagu. A glikanrész relative egységes, bar ismert néhany atipikus forma (pl. bizonyos
mikolsav tartalmt aktinobaktériumoknal az N-acetil-muraminsavat N-glikolil muraminsav
helyettesiti). Legnagyobb jelentdséggel a muraminsavrol lelogo oligopeptid lanc Osszetétele,
valamint az interpeptid hidak kapcsolddasi médja bir, legnagyobb a variabilitas a diaminosav
Osszetételében jelentkezik (pl. lizin, ornitin, DAP).

Ha a sejtfal diamino-pimelinsavat (DAP) tartalmaz (mivel ez a diaminosav, csak a
sejtfalbol szdrmazhat) elegendd a teljes sejt lizdtumat vizsgdlni kimutasdhoz (lasd
97. GYAKORLAT). Ehhez 121 °C-on a baktériumsejteket roncsoljuk, majd a tisztitott
lizdtumot vékonyréteg kromatografia (VRK) segitségével megfuttatjuk. A teljes sejt
lizdtuméabol a sejtfal karakterisztikus cukormolekulai is meghatarozhatok (lasd
98. GYAKORLAT).

97. GYAKORLAT
Baktériumtorzsek sejtfal diamino pimelinsav (DAP) tartalmanak meghatarozasa

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Escherichia coli tenyészet ferde agaron
Brevibacterium linens tenyészet ferde agaron
Nocardioides hungaricus tenyészet ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
jol zarhato, teflonkupakos livegcsovek
blokktermosztat
6M HCI, piridin (alt), metanol (alt)
desztillalt viz
szaritoszekrény
aktiv szén (por)
pipettahegy
szirOpapir
ninhidrin el6hivo reagens (0,2 V/V %-os butanolban oldva)
celluléz vékonyréteg (pl. TLC Cellulose (Merck))
futtat6 kad
A vizsgélat menete

1. A mikroorganizmusok fiatal tenyészeteibdl néhany kacsnyit szuszpendaljunk 300 ul
6 M so6sav oldatban, majd helyezziik teflonkupakos zardcsovekbe, ezeket megfeleléen
feliratozzuk.

2. A sejtek (igy a murein) teljes roncsoldsat 121 °C-on, 20 percig blokktermosztatban
végezziik (4 M sésavval a murein részleges darabolasa érheto el).

3. Az igy kapott sitétbarna, illetve fekete oldatbol a sosavat és vizet szaritoszekrényben
70 °C-on parologtatjuk el, majd 100-150 pl desztillalt vizet adunk hozza.

4. Mivel az igy kapott lizatum sejttormeléket is tartalmaz, végezziink tovabbi tisztitast
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1 ml-es pipettahegy ¢és aktiv szénpor segitségével. Ehhez tegylink a pipettahegybe
szlir6papirt, és erre rétegezziik ra az aktiv szenet, majd szlirjiik at rajta a lizatumot.

5. Az igy nyert (tiszta) mintat értékeljiik ki vékonyréteg kromatografia segitségével. A
mintdkat, valamint a standard oldatot (DAP elegy, amely a 1:1 ardnyban tartalmazza az LL
¢s DL format) vigyiik fel celluléz vékonyrétegre (SigmaCell Type 100 Cellulose) (a
mintakbol 8ul, szakaszosan felvive, kdzben a foltokat hajszaritoval megszaritva, a standard
oldatbol 1ul), majd futtassuk meg a megfeleld futtatdéelegyben 4-10 °C-on (2-2,5 6ra).

6. A foltok elohivasat ninhidrin reagenssel végezziik 100 °C-on. A foltok jellemzésére
hasznaljuk retencids faktorukat: Rf (DAP LL izomer) = 0,29; R¢ (DAP DL izomer) = 0,24

7. Ertékeljik ki és hasonlitsuk Osze a kiilonbozé baktriumtorzsek vizsgalatanak
eredményeit.

Megjegyzés: Az oldoszerek és egyéb vegyszerek jelentds része jelentdsen mérgezd
(esetenként karcinogén, mutagén hatasu). Ezért a gyakorlat sordan vegyifiilke alkalmazasa és
gumikesztyl viselése kotelezo!

98. GYAKORLAT
Baktériumsejtek karakterisztikus cukormolekuldainak meghatarozasa

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Brevibacterium linens tenyészet ferde agaron
Nocardioides hungaricus tenyészet ferde agaron
ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
jol zarhat6, teflonkupakos tivegcsovek
blokktermosztat
0,25 M soésav
szaritoszekrény
futtat6 kad
celluloz vékonyréteg (pl. SigmaCell Type 100 Cellulose)
standard cukoroldatok
savas anilin ftalat reagens oldat (kereskedelmi forgalomban kaphat6)
A vizsgalat menete

1. Hasonl6an jarunk el, mint a DAP kimutatdsakor (lasd 97. GYAKORLAT), de itt a
sejtek roncsolasat 0,25 M sosavban végezziik el 121 °C-on blokk termosztatban.

2. Az igy kapott sotétbarna, illetve fekete oldatbol szaritoszekrényben 70 °C-on
parologtassuk el a sosavat és maradek vizet, majd adjunk hozza 100-150 ul desztillalt vizet.

3. Mivel az igy kapott lizatum sejttormeléket is tartalmaz, végezziink tovabbi tisztitast
I ml-es pipettahegy ¢€s aktiv szénpor segitségével. Ehhez tegylink a pipettahegybe
szlir6papirt, és erre rétegezziik ra az aktiv szenet, majd szlirjiik at rajta a lizatumot.

4. A tisztitott lizdtumot vékonyréteg kromatografidsan elemezziik (futtatdo elegy ld.
fiiggelék). Standard oldatok: (a) galaktoz, arabindéz, xiléz (mind 1 m/V%
végkoncentracioban), (b) ramndéz, manndz, glikéz, ribéz (mind 1 m/V%
végkoncentracidoban), ugyanazon rétegen, kiilon oldatban felvive.

5. Az el6hivast végezziik savas anilin ftalattal, 100 °C-on, 4 percig.
6. Ertékeljiik ki és hasonlitsuk Osze a kiilonbozd baktriumtérzsek vizsgalatanak
eredményeit (59. 4bra).

145



futas elott futas utan

d
----- #l---------------1-- oldoszer futasi frontja
d, T
e e T -- 2. komponens futasi frontja
d, A
,[-—- ------ ' ------ -- 1. komponens futasi frontja
e ®P------1---- 9 ------- H---m - - - minta felvitel pontja
pl. d,=2,5cm R,=d /d,
d,=5,3cm
d,=7,8cm
oldoszer: R, 8/7,8=1

=d,/d, =7,
1. komponens: R,=d,/d,=25/7,8=0,32
2. komponens: R,=d,/d,=5,3/7,8=0,68

59. abra A retencios faktor (R;) meghatarozasa vékonyréteg kromatografia esetében

6.5.1.1 Membran markerek elemzése

Az izoprenoid kinonok elsddleges szerepe a 1égzési elektrontranszportban van, mint
mobilis elektron- és protonszallitd molekuldk (60. dbra). Kimutattdk azonban, hogy a
baktériumok az elktrontranszportldanc tobbi tagjahoz képest tobbszorés mennyiségben
tartalmaznak kinonokat, igy ezen molekuldknak mas szerepet 1is tulajdonitanak
(valoszintisithetd, hogy pl. aktiv transzport folyamatokban, sporaképzésben is részt vesznek).
Kémiai szerkezetilk alapjan megkiilonboztetjiik a naftokinon és a benzokinon tipust
vegylileteket. Naftokinonokhoz a fillokinonokat és a menakinonokat soroljuk, mig a
benzokinonok két osztalyat a plasztokinonok, illetve az ubikinonok alkotjdk. Ezen vegyiiletek
koziil kemotaxondmiai szempontbél a menakinonok és az ubikinonok birnak nagy
jelentéseggel, mivel ezek a baktériumok kozott széles korben €s nagy variabilitassal fordulnak
eld (lasd 99. GYAKORLAT).

(o}
CH.O CH,
ubikinon
CH,0 N ]
O n
n=1-14
o)
CH,
menakinon OI‘
g
0 n

60. abra A menakinonok és ubikinonok altalanos szerkezete
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A kinonanalizisselels6sorban nagyobb taxonok (csaldd, rend, nemzetség) kozotti
hasonlosagot vagy kiilonbséget lehet demonstralni. Az éldvilagban valé gyakori el6fordulasuk
miatt az ubi- és menakinonok vizsgalata terjedt el: az ubikinonok altalanosan el6fordulo
vegyiiletek az allatok, novények és a mikroorganizmusok korében, baktériumok koziil a
Gram-negativ szervezetek termelik. Az ubikinonok variabilitasa kisebb mértékii, leginkabb az
izoprén oldallanc hosszaban taldlunk kiilonbséget. Menakinonok csak a baktériumokban
(Gram negativ szervezetek egy része, Gram pozitiv baktériumok) €és az Archaeakban
fordulnak el6. A menakinonok variabilitdsa megnyilvanulhat a gytliris molekularész és az
izoprén oldallanc valtozatossadgaban is. Az oldallanc 1-t61 14 izoprén egységbdl épiilhet fel, a
kettoskotések telitddhetnek is, ami tovabbi valtozatossagot eredményez. Ritkdbban az izoprén
egységek gylriivé zarddasa, valamint kiilonb6z0 szubsztituensek is megfigyelhetdoek az
oldalldncon és a gytiriis molekularészen is.

99. GYAKORLAT
Kinonok kimutatasa baktériumtorzs tenyészetbol

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Arthrobacter variabilis 24 oras tenyészete
Escherichia coli 24 6ras tenyészete
Pseudomonas fragi 24 oras tenyészete
Brevibacterium linens 24 6rés tenyészete
Nocardioides hungaricus 24 6ras tenyészete
ismeretlen baktériumtorzs 24 oras tenyészete

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
oldoszerek (metanol, kloroform, hexan, dietil éter, acetonitril, izopropanol)
magneses keverd
futtat6 kad
Kieselgel 60 Fassvékonyréteg kromatografias lap
vakuumbeparlo késziilék
K> vitamin és Q10 standardok
HPLC késziilék
asztali centrifuga
szlir@vel ellatott Eppendorf csovek
pipettahegyek

A vizsgélat menete

1. A baktériumok kinonmolekuldinak meghatarozadsdhoz az adott tdrzsek standard
korilmények kozott (lehetdség szerint 25 °C-on, maximalis aerdci6 mellett) tenyésztett (a
tenyészet késdi log fazisdban 1évd), legalabb 300 mg liofilizalt biomasszaja sziikséges. (A
bakterialis kinonok a sejtekben hore még kevésbé érzékenyek, mint izolalt allapotban, ezért a
baktériumokat autoklavozassal eloljiik. A centrifugalt (3000 g, 15 perc) biomasszat 2 x 10 ml
desztillalt vizzel mossuk, majd a tiszta baktériumtomeget liofilizalassal teljesen
vizmentesitjiilk.) A liofilizalt biomasszat feliratozzuk a baktériumtorzsek jelzésével. Ezt a
jelzést a preparalas soran mindvégig minden Ujab csObe torténd atvitelkor megorizziik.

2. A lipid komponenseket a kdvetkezd 1épésben zsirolddszerrel nyerjiik ki. A mintakat
kloroform : metanol 2 : 1 térfogat aranyu elegyében kevertetjiik (4 °C-on, sotétben, 16 oraig).

3. Az igy kapott szuszpenziot a sejttormelék eltavolitdsa céljabol sziirjik at
szlir6papiron (Whatman), majd toményités céljabol paroljuk szérazra vékuumbeparlo
késziilekkel. A parladsi maradékot nyerjiik vissza 1 ml kloroform : metanol (2:1 térfogat
aranyu) elegyben.

4. Ezutan a mintakat tisztitsuk vékonyréteg kromatografiaval (Kieselgel 60 Fasa, futtato
elegy 1d. fiiggel€k), standard oldat: K,-vitamin, elucios id6: kb. 1 ora). A vékonyrétegen a
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menakinonok és az ubikinonok egymastol is és a tobbi lipid vegyiilettdl is elvalnak.
Azonositasuk retencios faktoruk alapjan torténik UV fénnyel valdo megvilagitas segitségével:
a kinonok ugyanis ilyen koriilmények kozott a szilikagél rétegben taldlhatd fluoreszcens
indikator miatt sziirke szinnel tiinnek eld. Atlagos retencios faktoruk az alkalmazott
oldoszerben: Rfvk) : 0.8, Rf (@) : 0.3.

5. A vékonyréteg kromatografidval azonban a kinonmolekuldk osszetételének pontos
meghatarozasa nem lehetséges, ezért a megfeleld foltokat a kromatogramrél kaparjuk le,
majd az igy kapott mintdkat oldjuk vissza 1 ml acetonitril : izopropanol 65 : 35 térfogat
aranyu elegyében (4 °C-on, sotétben, 8 oran at).

6. Sztirdvel ellatott Eppendorf csévekben 3000 g-n 3 perc centrifugélds utan (szilikagél
eltavolitasa) az oldatot analizaljuk HPLC-vel (HP 9001 késziilék, oszlop: ODS Spherisorb,
250 mm x 4.6 mm id., eluens: acetonitril-izopropanol 65-35 térfogat aranyu elegye, aramlési
sebesség: 1300 ml/perc, oszlop nyomésa 88 bar, hdmérséklete: 30 °C). A kinon molekulak és
az oszlop apolaros, C-18 (oktadecil) lancai, illetve az oldoszer szintén apolaros molekulai
kozott (direkt fazis) megoszldsos egyensulyi folyamatok alakulnak ki. A retencids id6t
elsésorban a vizsgalt molekula apolaritdsa hatarozza meg, azonos apolaritasi molekuldk
esetében pedig a funkcids csoport polaritasa dont, igy a hosszabb, telitettebb izoprén lanct
kinonok retencids ideje lesz a nagyobb. A detektalashoz hasznaljunk diddasor detektort
270 nm-en, ezen a hullamhosszon mind a két tipusu molekula erds abszorpcidt mutat.

7. A kapott kromatogramok kiértékeléséhez autentikus baktériumtérzsek ismert
kinondsszetétele jelent segitséget, valamint az a tény, hogy a baktériumok altaldban a
kinonmolekuldk homoloég sorait termelik (ugyanazon izoprénegység szamu, de eltérd
telitettségtli, illetve azonos telitettségli, de eltérd izoprén egység szamu vegyiiletek). A
retenciés idok logaritmusa és az izoprén oldallanc egységeinek szdma kozott linearis
Osszefiiggés all fenn (61. abra), igy tehat egy homolog sorhoz tartozd cstiicsok retencios
idejének logaritmusat abrazolva egyenest kapunk, ami szintén segiti a csticsok azonositasat,
mivel kereskedelmi forgalomban standard kinonoldatok nem, vagy csak korldzozottan
hozzaférheték. Ertékeljiik ki és hasonlitsuk 6sze a kiilonbozé baktériumtorzsek vizsgalatanak
eredményeit.

A polaris lipidek amfipatikus molekuldk — a hidrofob lipid (zsirsav-glicerin-észter)
kovalensen egy hidrofil csoporthoz kapcsolddik, a glicerin harmadik hidroxil-csoportjat ez
észteresiti. Heterogén molekulacsoport, hiszen a glicerinhez sokféle molekula kapcsolodhat.
Legkozonségesebb molekulak a glicerofoszfolipidek PG (foszfatidil-glicerol) ¢és DPG
(difoszfatidil-glicerol, pl. kardiolipin). A foszfathoz azonban tovabbi csoportok is
kotddhetnek: aminosav, poliol, inozitol-szarmazékok pl. PE (foszfatidil-etanolamin), PC
(foszfatidil-kolin), PS (foszfatidil-szerin).

Kimutatdsuk €s meghatarozasuk a sejtbdl torténd izolalast kovetden kétdimenzids
vékonyréteg kromatografiaval torténik (lasd 100. GYAKORLAT).
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KULONBOZO BAKTERIUM FAJOK STANDARDOKBAN NEM SZEREPLO CSUCSOK

(=]

standard csucsok kézott nem szereplé tag varhato t.-értékének
—— 1 meghatarozasa extra- vagy interpolacioval*

STANDARDKENT HASZNALHATO, AZONOSITOTT CSUCSOKAT TARTALMAZO KROMATOGRAMJAI VARHATO T -ERTEKENEK MEGHATAROZASA
mAU -
7 Ido Q
357 oo E Arthrobach bl azonos telitettségi foki menakinonok: kézel linearis kapcsolat
. IL = " . g . . . . . . 99 3
E onacter varais t,=2,138 nettd retencios idsk logaritmusa és izoprén egységek szama kozott -
34 . ot . £ ok
] lamert teljes netté .szemnogantr'mkus papiron abrazolva -
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E lat | /4
153 MK-5(H,) 3,639 1,501 MK-ln(H,)
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 Jp— MK-6 2,0 MK-6(H,) 2,1

E MK-5 3456 1,323 MK-7 2,7 MK-7(H,) 3,3

Zg MK-6 4,137 2,004 MK-8 41" MK-8(H,) 4,6

E MK-7 4822 2689 MK-9 5,9* MK-9(H,) 6.3
N MK-10 8,5% MK-10(H,) 9,2*
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KUOLONBOZO BAKTERIUM FAJOK CcSUCSOK AZONOSITASA A HOMOLOG SOROK

ISMERETLEN CSUCSOKAT TARTALMAZO KROMATOGRAMUJAI VARHATO T.” ERTEKEI ALAPJAN
mAU:
355 oldészer
= Staphylococcus simulans
= & 1,=2,134
4 o~
J =} " 5
257 2 teljes nettd azonositott
3 retencids retenciés .
23 id6 (t) id8 (t;=tt) ~ Csucsok
157 3,451 1,317 MK-5
E 4,135 2,001 MK-6
] 4,820 2,686 MK-7
053 6,228 4,094 MK-8
o
o 2 4 6 I
mAU:
s,sg Corynebacterium insidiosum
3 t,=2,136
37 oldészer
3 Z teljes nettd P
2.5 <Q b eljes . azonositott
3 = retenciés retenciés .
2 o id6 () id6 (L =t-t) csucsok
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E g . 6235 4,099 MK-8
] p: g 8,034 5,898 MK-9
53 ‘ ‘ " h 10,633 8,497 MK-10
03
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mAU:
3'52 Arthrobacter aurescens
a oldsszer | & £,=2,137
| o ©
2-55 = m”e.s. nett(?‘ azonositott
3 retenciés retencios .
27 id6 (t) id6 (t,=t.t)  csucsok
153 5 5444 3307 MK-7(H,)
= N . 6,701 4,564 MK-8(H,)
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3 | r 8,418 6,281 MK-9(H,)
03
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mAU:
: 52 Mycobacterium tubercolosis £,=2,139
3E oldészer g_ !
2 5§ teljegl "euo—., azonositott
3 retenciés retenciés .
= idd (L) id6 (ty=t-t,)  csucsok
153 3 5448 1317 MK-5(H,)
3 6,237 2,001 MK-6(H,)
J 5 o
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- w0
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PE a 8,432 6,293 MK-9(H,)
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61. abra Kinonmolekuliak meghatarozasa autentikus baktériumok kinonprofilja alapjan
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100. GYAKORLAT
Polaris lipidek kimutatasa baktériumtorzs tenyészetbdol
A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Escherichia coli tenyészet
Brevibacterium linens
Nocardioides hungaricus Rich tapagaron
ismeretlen baktériumtorzs tenyészet
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
Rich tapleves
atfordulos kémcsdkeverd
asztali centrifuga
csavarkupakos kémcsovek
oldoszerek (kloroform, metanol, ecetsav, alt.)
Pasteur pipetta
vakuumbeparld késziilek
vékonyréteg kromatografias lemez (HPTLC szilikagél 10x10)
ninhidrin reagens (0,2 m/V %-o0s 1M butanolban késziilt oldat)
hevito lap
A vizsgalat menete

1. A baktériumok Rich taplevesben 24-48 oran at tenyésztett kulturait liofilizaljuk a
kinonok vizsgélatanal leirt modon (lasd 99. GYAKORLAT), a liofilizatumokat tartalmazo
csoveket feliratozzuk. 50 mg liofilizalt biomasszat 4 6ran at kevertessiink atfordulos
kémcsokeverével 6,75 ml reakcioelegyben (1d. fiiggelék) feliratozott csavarkupakos
kémcsovekben.

2. Ezt kovetéen centrifugdljuk a mintat, majd a feliiluszot elegyitsik 1,75 ml
kloroformmal és 1,75 ml 0,3 m/V %-os NaCl oldattal, ¢s kézi razassal képezziink beldle
emulziot. A fazisok szétvalasaig a csoveket helyezziik hiitészekrénybe.

3. Az als¢ fazist szivjuk le Pasteur pipettaval egy tiszta csavarkupakos kémcsdébe, majd
szaritsuk meg rotacids beparloval. Az anyagot ezutan oldjuk 100 pl kloroform : metanol 2:1
aranyu elegyében, amelybdl 10 ul-t vigyiink fel vékony réteg kromatografias lemezbal also
sarkaba, majd a foltot szaritsuk meg.

4. A vékonyréteg kromatografiat két dimenzidban végezziikk el: 1.dimenzio:
kloroform : metanol : desztilldlt viz ~ 65:25:4  térfogat aranyban; 2. dimenzié:
kloroform : metanol : ecetsav : desztillalt viz 80:12:15:4 aranyt elegyében, kozben a
réteget hajszaritoval szaritsuk meg.

5. A foltok el6hivasa 3 1épésben torténik, eldszOor ninhidrin reagenssel (lasd
97. GYAKORLAT, DAP kimutatdsa) az amino csoportot tartalmazo polaris lipidek hivhatok
eld, molibdén kék oldatos kezelés utan a foszfolipidek jelennek meg, végiil 180-300 °C-os,
hevitd lapon torténd kezelés hatdsara a korabban mar elétiint foltok mellett a glikolipidek is
kimutathatok. Pontos azonositasuk standard oldatok és az irodalmi adatokkal torténd
Osszehasonlitassal valik lehetségessé (59. 4bra).

6. Ertékeljiik ki és hasonlitsuk 6sze a kiilonboz6 baktriumtorzsek vizsgalatanak
eredményeit.

A mikrobiologidban a zsirsavaknak két fontos frakciojat kell elkiilonitentink. A révid
szénlancu (C1-6) zsirsavak féleg anyagcsere-folyamatok kozti- és végtermékeként jelennek
meg, legjellemzébben a fermentacios folyamatokban (pl. vegyes savas fermentécio). gy ezek
vizsgalataval a mintdban lezajld/lezajlott anyagcsere-folyamatokra, fermentacio tipusokra
kovetkeztethetiink (1asd 101. GYAKORLAT és 102. GYAKORLAT).
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A hosszl szénlancu zsirsavak (C12-20) strukturalis elemek (62. dbra): a zsirsavak a
polaris lipidekben a sejtmembranok fontos lipid-alkotéi (foszfolipidek) mind pro-, mind
eukariota sejtekben, a Gram-negativ baktériumok lipopoliszacharid-rétegében is el6fordulnak
(pl. lipid-A) valamint megtaldlhatok a Gram-pozitiv baktériumok sejtfaldban, mint
lipoteichosavak. A baktériumok foszfolipid-zsirsavai (PLFA) rendszertani informaciot
hordoznak. Altalanossdgban elmondhaté, hogy azonos fajba tartozd baktériumok azonos
taptalajon, és megegyez6 kornyezeti feltételek (pl. pH, homérséklet, oxigénviszonyok) kozott
ugyanazokat a zsirsavakat termelik, hasonl6 aranyban. Eltérd tenyészfeltételek mellett viszont
a termelt zsirsavak aranya megvaltozik, ez a kornyezeti feltételekhez vald alkalmazkodas
egyik formaja (membran fluiditds valtozik). Rokon fajok azonos nemzetségen beliil gyakran
ugyanazon zsirsavakat eltéré aranyban termelik. A zsirsavak valtozatossagat a szénlanc
hossza, ill. telitettsége, az azon 1évé metil- (pl. iso, anteiso) vagy oxigén-gyokok
szubsztitucioja (pl. epoxi, hidroxi), esetleg gylriivé zarodasok (pl. ciklopropan-zsirsavak)
adjak (63. abra és 64. abra).

Egyenes szénlancu zsirsavak

telitett

palmitinsav NN COOH 16:0

telitetlen
olajsav /\/\/\/\/\/\/\/\/COOH 18:1(9)
vakcénsay N NNENNNNNNNN CO0H 18 : 1(11)

Elagazé szénlancu zsirsavak

izo- \l/\/\/\/\/\/\/coo“ i16:0
anteizo- /\(W\/\/WCOOH a-17:0

Tuberkulo-

sztearinsav /\/\/\/j/\/\/\/\/coo” 10-Me-18 : 0

Hidroxi zsirsavak

2-hidroxi \/\/\/\/\/\/\I/°°°“ 2-OH-14: 0

OH

3-hidroxi \/\/\/\/\/\/\l/\COOH 3-OH-16: 0

OH
62. abra A baktériumok leggyakoribb zsirsavtipusai

A membranzsirsavak Osszetétel elemzése €s mennyiségi mérése gazkromatografiaval
torténik, metilalt, azaz zsirsav-metilészter (FAME) forméban. A volatilis zsirsavak
kimutatasdhoz szintén gazkromatografot hasznalhatunk.
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Gézkromatograf felhasznalasakor a volatilizalt mintat hordoz6 gazhoz (mobil fazis)
adva, a minta komponensei a kromatografids oszlopra keriilnek, amely az allo fazist
tartalmazza. Az oszlopon a komponensek az allo fazissal valo interakciok kovetkeztében
visszatartodnak. A szeparalt komponensek a detektorba jutnak) ¢és kromatografias

A minta megoszlasa a stacioner és mobil fazis kozott: K =Cs/Cm, ahol K =
megoszlasi allando; Cs = anyag koncentracidja az allé fazison; Cm = anyag koncentracidja a
mobil fazison. Két komponens egymastol csak akkor valaszthat6 el, ha azok kiilonb6zo K
értékkel rendelkeznek. Minél jobban kotddik az oldott anyag a stacioner fazishoz, annal
kés6bb jon le az oszloprdl. A retencios idot (Rt) befolyasolja az alkalmazott oszlop tipusa, a
vive gaz aramlasi sebessége és a homérseklet.

L1 |

L
L5
DPG 4 L2
L7 L8 L3
PG, # PE
- AL
PC el i
PL
p—

63. abra Phreatobacter oligotrophus baktérium PI_31 torzsének polaris lipid profilja
kétdimenzios vékonyréteg kromatografiat kovetden (Foto: Toth E.)

PG: foszfatidil glicerol, DPG: difoszfatidil glicerol, PE: foszfatidil etanolamin, PC: foszfatidil kolin, L1-9: ismeretlen lipidek,
AL: ismeretlen aminolipid, PL: ismeretlen foszfolipid
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64. abra Egy baktériumtorzs zsirsav metilészter mintazata
A gazkromatografiaval késziilt profilban az egyes zsirsavakhoz tartozé csucsokat ,,bakterialis metilészter kiilso standard”

parhuzamos vizsgalataval azonosithatjuk.

A baktériumok citoplazma memranjanak zsirsavai relative egyszerii szerkezetiiek.
A leggyakoribbak az egyenes lancok telitett, egyszeresen telitetlen, illetve egy metilcsoportot
tartalmazd valtozatai. A szénlanc hossza, telitettségének mértéke, és a kettds kotés pozicioja
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taxondmiai, valamint a metilcsoport elhelyezkedése (ha van) jelentdséggel bir (lasd
101. GYAKORLAT). A zsirsavak kimutatasanak folyamata 6sszesen négy 1€pésbdl all: zsirok
elszappanositasa (sejtek lizise, zsirsavak felaszabaditasa az egy€b sejtben talalhato zsirokbol),
zsirsavak észteresitése (zsirsavak metil-észtereinek kialakitasa), extrahalas (a zsirsav-metil-
észterek vizes fazisbol szerves fazisba torténd atvitele), végiill az extraktum tisztitasa (a
szerves fazis l1gos mosasa).

101. GYAKORLAT
Membran zsirsavak kimutatasa baktériumtorzs tenyészetbol

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Arthrobacter variabilis logaritmikus szaporodasi fazisu tenyészete TSA
tapagaron
Escherichia coli logaritmikus szaporodasi fazist tenyészete TSA tapagaron
Pseudomonas fragi logaritmikus szaporodasi fazisu tenyészete TSA tapagaron
Brevibacterium linens logaritmikus szaporodasi fazisii tenyészete TSA
tapagaron
Nocardioides hungaricus logaritmikus szaporodasi fazisi tenyészete TSA
tapagaron
ismeretlen baktériumtdrzs logaritmikus szaporodasi fazisu tenyészete TSA
tapagaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
TSA tapagar
elére elkészitett reagensek (1-4)
kémcsokeverd (vortex)
zsirtalanitott, csavarkupakos kémesovek
vizfiirdd
jégkasa
Pasteur pipettak
1 ml-es zsirtalanitott tdrolocsovek
Hamilton fecskendd
gazkromatograf
BAME standard oldat (kereskedelmi forgalomban kaphato)
A vizsgélat menete
1. A vizsgalathoz TSA agaron, 28 °C-on ndvesztett logaritmikus szaporodasi fazist
tenyészeteket (legstabilabb zsirsav 0sszetétel a szaporodas log fazisdban) alkalmazzunk (az
analizishez az ily médon tenyésztett sejtek nedves, illetve liofilizalt kultarai is hasznalhatok).
Az alkalmazott csdveket minden esetben a torzs jelzésének megfelelden feliratozzuk.

2. A liofilizalt tenyészet 0,1 mg-jdhoz vagy a nedves tenyészet néhany kacsnyi
mennyiségéhez (teflonkupakos csévekben) adjunk 1 ml-nyi mennyiséget az 1. reagensbdl,
vortexeljlik 6ssze, majd a tesztcsovet helyezziik 5 percre 100 °C-os vizfiirdébe.

3. Ujabb vortexelés utan még egyszer tegyilk 25 percre a vizfiirdébe, majd hirtelen
hiitsiik le.

4. Ezutan adjunk hozza 2 ml-nyi mennyiséget a 2.reagensbdl, vortexeljiink, majd
tartsuk 10 percig 80 °C fokos vizfiirdében, és ismét hirtelen hiitsiik le.

5. A metilacios folyamat utan adjunk hozza 1,25 ml-nyi mennyiséget a 3. reagensbol
(fazis szeparacid) és atfordulos kémcsokeverdvel kevertessiik 10 percen at.

6. Ezutan az also fazist tavolitsuk el Pasteur pipettaval (késobbiekben mar nincs ra
sziikség). A felsd (szerves) fazishoz adjunk 3 ml-nyi mennyiséget a 4.reagensbol és
kevertessilk 5 percig. A fels6é fazis 1 pl-ét analizdljuk koézvetleniil gazkromatograffal
(kozvetlen injektalas Hamilton fecskendd segitségével). Standardként BAME (bakteridlis
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metil észter) oldatot hasznalunk, az ismeretlen csucsok azonositasa retencids idejiik alapjan
torténik a standard csucsok alapjan. (A kromatografids koriilményeket a fliggelékben
tiintettiik fel).

7. A zsirsav metil észterek taroldsa Iml-es livegcsovekben, -20 °C-on néhany hétig
megoldhato).

8. Ertékeljiik ki és hasonlitsuk Gsze a killonbozd baktriumtorzsek vizsgalatdnak
eredményeit.

6.5.1.2 lllékony fermentdcios anyagcsere végtermékek vizsgalata

A rovid szénlanca (C1-6) zsirsavak a fermentdcios folyamatok kozti- ¢és
végtermékei, igy kimutatdsukkal a lejatszodo(tt) fermentéacios 1épések vizsgalhatok (lasd
102. GYAKORLAT). Ennek segitségével az egyes szervezetek altal fermentacios ttvonalai
térképezhetdek fel, gyakorlati alkalmazasa pedig az élelmiszeripar tobb &gazatiban is
rutinszerd.

A fermentacidos végtermékek vizsgalata elsOsorban az anaerob baktériumok
jellemzoéek az adott taxondmiai csoportokra. A gyakorlat soran baktériumok tenyészeteinek,
valamint élelmiszer mintdk (pl. sajtok) volatilis fermenticidos végtermékeinek
meghatarozasara kertl sor.

102. GYAKORLAT
Baktérium tenyészetek és élelmiszerek illo zsirsavtartalmanak meghatarozasa

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
anaerob baktériumtorzsek tenyészete tioglikolat taplevesben
kiilonbozo érlelésii sajtok

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
tioglikolat tapleves
Eppendorf csdvek
kémcesdveverd (vortex)

50 %-os kénsav oldat

t-butil-metil-éter oldat

CaClx

Hamilton fecskendd, gazkromatograf
A vizsgélat menete

1. A csoveket a mintaknak megfelelden feliratozzuk. 0,5 ml-nyi taplevest vagy 3 g sajt-
mintat (Palpusztai, Ementali stb.) tegylink Eppendorf csébe és adjunk hozza 0,05 ml 50%-o0s
H>S0O4 oldatot, majd 0,5 ml t-butil-metil-étert.

2. Kb. 20-szor razzuk Ossze (vagy 5-10 masodpercig vortexeljiik), majd az emulzid
megtorésére roviden centrifugaljuk.

3. A fels6 (éteres) fazist toltsiik egy tiszta Eppendorf csébe, majd fagyasszuk ki
mélyhiitdben -20 °C-on az éteres fazist szennyezd vizet.

4. A folyadékfazist toltsiik at egy tiszta Eppendorf csdbe és a teljes viztelenés
érdekében adjunk hozzé néhany szem vizmentes CaCl, szemcsét.

5. Az éteres fazisbol injektaljunk 1 pl-nyi mennyiséget toltott GC oszlopra.

6. Végezziik el a gazkromatografids mérést.

7. Ertékeljiik ki és hasonlitsuk 6sze a kiilonbozé baktriumtorzsek illetve élelmiszer
mintdk vizsgalatanak eredményeit.
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6.5.2 16S rDNS bazissorrend homologian alapuld mikrobialis fajmeghatarozas

Ismeretlen baktériumtorzsek faji  szinti meghatarozasdnak egyik legkevésbé
ellentmondasos modszere a 16S rRNS gén bazissorrendjének elemzése. Ennek 1épései: DNS
izolalas  (lasd  103. GYAKORLAT), a 16SrRNS gén szaporitdsa univerzalis
kezddészekvenciak (primerek) segitségével (PCR) (lasd 104. GYAKORLAT), az amplikon
bazissorrendjének meghatarozasa (szekvenalasa) (lasd 106. GYAKORLAT), a szekvencia
Osszehasonlitasa adatbazissal (lasd 157. GYAKORLAT).

6.5.2.1 DNS kivonasa

A DNS izolalas két részre bonthatd. Els6 Iépésben fel kell tarnunk a sejteket és
oldatba vinni a DNS-t, az igy kapott terméket nevezziik nyers lizatumnak. Mig a masodik,
tisztitasi Iépésben el kell valasztanunk a DNS-t a tobbi molekulatol, sejttormeléktol.

A sejtfeltarast kémiai, biologiai €s fizikai modszerekkel, illetve ezek kombinaciojaval
végezhetjiik. Bioldgiai modszer az enzimatikus emésztés (proteaz, Gram pozitiv baktériumok
esetén lizozim, €lesztok esetén litikdz). Kémiai feltaras a tomény luggal (NaOH, KOH — segit
felnyitni a sejtfalat), detergenssel (SDS — szétbontja a sejtmembrant) vald kezelés. A fizikai
feltarasok kozé tartozik a késes homogenizator, a sejtmalom, a dorzsmozsarban valo
folyékony nitrogénes homogenizalas, a sejtek kisméretli résen, adott nyomason torténd
atpréselése (,,French press”) és a magas homérsékleten torténd sejtroncsolas (pl. 98 °C,
5 perc) alkalmazasa.

A DNS szennyezddésektdl valdo megtisztitasanak szamos modszere 1étezik. Az egyik
egyeb szennyez0 anyagokat, majd a DNS-t etanolos precipitacidéval nyerjiik vissza. Az eljaras
hatékonysaga valtozo.

Szerves extrakcio esetén a sejtlizitumhoz 1:1 ardnyban fenol, kloroform wvagy
izoamilalkohol, vagy ezek kiilonb6zd aranyt keverékét adjuk hozza, majd centrifugalas utdn a
DNS-t a vizes fazisbdl etanolos precipiticioval nyerjiikk vissza. A modszer nagy
haté¢konysdggal tavolitja el a szerves sejtkomponenseket, szennyezddéseket, hatranya
azonban, hogy iddigényes, nem automatizalhaté és veszélyes hulladékok keletkeznek.

Régebben elterjedt volt a CsCl gradiens centrifugalas, elsdsorban a kiilonb6z6 méretii
genomok (eukaridtdk esetén organellumok genomjai is), plazmidok elvélasztasara. A nyers
lizatumot eldszor etanol segitségével csapadékba vitték, majd azt etidium-bromidos festés
mellett egy CsCl oldatban centrifugaltak, ahol a kiilonb6zé méretli nukleinsavak a kialakulo
strliség-gradiensnek megfeleléen méret szerint elvaltak. A megfeleld zonabol a
nukleinsavakat vissza lehetett nyerni. Az etidium-bromidtol izopropanollal tisztitottdk meg a
nukleinsavakat, végiil az utolsé 1épésben itt is etanolos precipitaciot alkalmaztak. A modszer
megodvja a nukleinsavakat az apr6é darabokra vald toredezéstdl, alkalmazasa sordn nagyon
nagy tisztasagu nukleinsav keletkezik, viszont az eljaras hosszadalmas, megfelelé szaktudast
¢s specialis felszerelést igényel, emellett veszélyes hulladék keletkezik.

A ,szilikat alapt” modszerek a DNS szilikat gélhez valo szelektiv kotddésén
alapulnak, ami kaotropikus sok (pl. natrium-perszulfat, litium-klorid) nagy koncentricioja
(,,kot6 puffer”) mellett valésul meg. Ezt koveti az RNS, a kis fragmentumok és a sok
etanol precipitaciot nem igényel, s6t etanol precipitacid helyett is hasznalhatd. Ily modon
tiszta, kis fragmentumoktol mentes DNS-t allithatunk eld, de nagyon nagyméreti DNS
tisztitdsdra nem alkalmas. Utobbi mddszert gyakran alkalmazzdk az Un. DNS-izolalo
kitekben, melyekben a gyarté egy dobozba rakja Ossze a folyamathoz sziikséges Osszes
anyagot.

A DNS kivonasa sordn a legfontosabb kovetelmény a megfeleld mindségli DNS
eléallitdsa. A gyenge mindségli DNS ugyanis tartalmaz egyéb sejtalkotokat (pl. fehérjéket,
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membrandarabokat), a DNS kivonas sordn a mintaba keriild szennyezddéseket (pl. sokat,
fenolos vegyiileteket, etanolt, detergenseket), amelyek gatolhatjak a tovabbi alkalmazésokat.

A DNS tisztasagat spektrofotométerrel ellendrizhetjiik, a 260 és a 280 nm-en mért
fény abszorpcidjdnak hanyadosaval, ami nagy tisztasag esetén 1,6-1,8 kortili értéket ad.

Figyelni kell a kiinduldsi minta mennyiségére, amely érték fiigg a sejtek DNS
tartalmatol is. Az ajanlott sejtszamok baktériumoknal 10°, élesztdknél 107, mig allati
sejttenyészetnél 10° darab sejt.

A DNS-kivonas eredményességét agaroz gelelektroforézissel ellendrizhetjiik. A DNS-t
mélyhiitében (-20°C) kell tarolni, hogy minél lassabban degradalodjon.

103. GYAKORLAT
DNS izolalasa és tisztitasa baktériumtenyészetekbol

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
oltokacs
pipettak, steril pipettahegyek
Eppendorf csovek, csdtartok
0,5 M-os NaOH oldat
1 M-os TRIS (tris-hidroximetil-aminometan) puffer
kémcsokeverd (vortex)
sejtmalom
Eppendorf centrifuga
PCR késziilék
vizfiirdd
depcH>O
steril liveggyongy
mikrospatula
DNS izolal¢ kit (kereskedelmi forgalomban kaphato)
laboratoriumi mérleg
gélontd forma
gélfuttato kad
agaroz
1 x TBE-oldat
mikrohulldma siitd
DNS-festék
toltépufter
parafilm
DNS molekulasuly Marker 3 (65. abra, kereskedelmi forgalomban kaphat6)
A vizsgélat menete

1. A NaOH-os sejtfeltarashoz (1-3. pont) 1,5 ml-es steril, a baktériumtdrzs nevével
feliratozott Eppendorf csébe mérjiink 25 pul 0,5 M-os NaOH oldatot.

2. Szuszpendaljunk bele egy kacsnyi baktériumot, alaposan keverjiik Ossze, majd
inkubaljuk 15 percig szobahdmérsékleten.

3. Az inkubacids 1d9 lejarta utdn mérjlink hozzéa 25 pl 1 M-os TRIS (tris-hidroximetil-
aminometan) puffert (pH 8), majd 300 pl depcH>O-t. Az izolalt DNS-t ellendrizziik agar6z
gélelektroforézis segitségével (9-12. pont).

4. A sejtmalmos sejtfeltarashoz (4-7. pont) 600 pl-es steril, a baktériumtorzsek nevével
feliratozott Eppendorf csébe mérjiink 2 mikrospatulanyi steril tiveggyongydt, 8 ul 1 M-os
TRIS puftert (pH 8) és 100 pl depcH20-t.
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5. Szuszpendaljunk bele egy kacsnyi baktériumot, majd sejtmalomban razassuk
1 percig 30 Hz-en.

6. Ezt kovetoen a csoveket centrifugaban ,porgessiik le” (vagyis az Eppendorf cso
tartalmat gytijtsiik dssze az aljara centrifugalassal), majd vizfiirdoben vagy PCR-késziilékben
denaturaljuk a nyers lizatumot 5 percig 98 °C-on.

7. Rovid vortexelés utan 5 percig 10.000 g-vel centrifugaljuk a csdveket, majd a DNS-t
tartalmazo feliilluszot (nagyjabol 70 ul) mérjiik at steril, iires, a baktériumtorzsek nevével
feliratozott Eppendorf csobe. Az izolalt DNS-t ellenorizziik agaréz gélelektroforézis
segitségével (9-12. pont).

8. A DNS-izolalo kit hasznalatanak lépéseit a gyakorlatvezetd ismerteti. Az izolalt
DNS-t ellendrizziik agaroz gélelektroforézis segitségével (9-12. pont).

9. Az agardz gélelektroforézis elsd lépéseként készitsiink 20 cm széles 25 cm hosszu
1%-o0s agardz gélt. Ehhez 0.8 g agar6zhoz mérjiink 80 ml 1x TBE oldatot. Az oldatot
forraljuk fel mikrohullamu siitoben, hogy az agaroz feloldodjon, majd hiitsiik le kézmelegre,
és adjunk hozza 1,5 nl DNS-festéket. Helyezziik be a fésiiket a gélontd formaba, és ontsiik
bele az oldatot. Amig a gél megszilardul, toltsiik fel a futtatokadat 1 x TBE oldattal.

10. A g€lbdl annak megszilardulasa utan (30-40 perc) vegyiik ki a féstiket, és a gélt
helyezziik at a futtatokadba.

11. A DNS-mintdkbol 5-5 pl-t keverjiink &ssze 3-3 ul toltopufferrel egy darab
parafilmen, ¢és toltsiik a gél zsebeibe. A DNS méretének félkvantitativ meghatarozasa
érdekében a mintak mellé toltsiink 3 pl molekulasuly markert.

12. Az elektroforézist 100 V-on 20 percig végezziik 20 cm széles 25 cm hosszi gélben,
majd a DNS jelenlétét és mennyiségét detektaljuk UV fényben.

13. Az izolalt DNS-t a tovabbi felhasznalasig taroljuk -20 °C-on.
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65. abra DNS méret 1étrik

,Marker 100" DNS létra (a) és ,Marker 3” DNS létra (b) 2 %-o0s agardz gélben végzett futtatasanak képe.
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66. abra A 16S rRNS-t kodolé gén variabilis szakaszai és a gyakorlatokon alkalmazott PCR
primerek kotodési helyei

A szamozas az E. coli referenciatérzsét koveti.
A V1-V9 variabilis szakaszokat sziirke mezok, a primerek kotohelyét nyilak jelolik.
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6.5.2.2 16S rRNS gén specifikus PCR

A polimerdz lancreakcid (Polymerase Chain Reaction — PCR) révén a genomidlis
DNS kisebb részeit sokszorosithatjuk (67. abra). A folyamat harom részes ciklusokbdl all. A
denaturdci6d soran a magas hémérsékletre (94-98 °C) felmelegitett DNS-szalak kettévalnak.
Az annelaci6 ideje alatt az egyszala DNS-ek megfelel6 részeihez kapcsolodik a forvard és a
reverz primer. Az extenzid soran a 7Taq DNS-polimerdz a primer folytatdsaként a
reakcidelegyben jelen 1évé dANTP-k beépitésével szintetizalja a kiegészitd szalat. A reakcid
soran a két primer kozt elhelyezkedé DNS szakasz exponencidlisan sokszorozodik (66. abra).

A tovabbi lépésekhez (pl. szekvenald reakcidohoz) esetenként a PCR terméknek a
polimerdz enzimt6l, be nem épiilt nukleotidoktdl, a kiindulasi genomi DNS-t6l €s a keletkezd
primer-dimerektdl valdé megtisztitdsa sziikséges. A tisztitas elve megegyezik a DNS
tisztitdsanal emlitett szilikat alapu modszerrel, annyi kiegészitéssel, hogy ebben az esetben
egy adott mérettartomanyon (pl. 40 bp — 40 kbp) kiviil es6 DNS (primer dimerek és genomi
DNS) elveszik a tisztitas soran.

1. ciklus 2. ciklus vége
Denaturaci6 Primer kotodés DNS szintézis
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(b) Denaturdcio

DNS szintézis

Primer kotédés

Hémérséklet

Ismételt ciklusok

67. abra DNS fragmentum szaporitasa polimeriz lincreakciéval (PCR)

A polimeraz lancreakci6 folyamatanak vazlatos bemutatasa (a) és a hdmérséklet valtozasa (b) a PCR ciklusok soran.

104. GYAKORLAT
16S rDNS sokszorozasa PCR segitségével és a PCR termék tisztitasa

A vizsgalat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzsbol izolalt DNS
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
pipettak és steril pipettahegyek
Eppendorf csovek, csdtartok
10 x-es PCR puffer (kereskedelmi forgalomban kaphato)
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crcr

opop

forvard és reverz primer
27f primer: 5' AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3'
1492r primer: 5' TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3'

1 U/ul Tag polimeraz (kereskedelmi forgalomban kaphato)

depcH>O

kémcsoékeverd (vortex)

Eppendorf centrifuga

PCR késziilék

PCR termék tisztito kit

A vizsgalat menete

1. A DNS mintakat és a PCR-hez sziikséges reagenseket vegyiik ki a mélyhtitobal.

2. Feliratozzunk 1 nagy (1,5 ml) Eppendorf csdvet a PCR premixhez, valamint a DNS
mintaink szamanal kettdvel tobb PCR csdvet a reakciok szamara. A mintaszam feletti két csd
a negativ és a pozitiv kontroll miatt sziikséges.

3. Mérjiik 6ssze az alabbi PCR premixet a mintaszdmnak megfelel6 és még harom
(kontrollok és mérési rahagyas) egységnyi mennyiségben. A DNS mintat ne mérjiikk még bele
a premixbe!

A bemért reagensek neve és mennyisége (ul) X minta esetén
10x-es PCR puffer 2,5
MgCl; oldat 2,0
dNTP mix 5,0
27f primer 0,25
1492r primer 0,25
Taq polimeraz enzim 1,0
depcH>O kiegészitve 24-re

4. Mérjiik szét a premixet 24 pl-enként a feliratozott PCR csovekbe, majd mérjlink
hozza mindegyikhez 1-1 pl DNS-mintat. A negativ kontrollba ne mérjliink be semmit, a
pozitiv kontrollba egy olyan DNS-mintabdl mérjiink be, amellyel mar korabban végeztiink
sikeres PCR-t. A PCR csoveket ezutan vortexeljiik és roviden centrifugaljuk.

5. A PCR csoveket rakjuk be a PCR késziilekbe, és az alabbi hoprofil beallitasa utan
inditsuk el a reakciot.

PCR reakcio Hoémérséklet Ido
Kezdeti denaturacio 98 °C S perc
Denaturacid 94 °C 30 mp
32 ciklus Annelacio 52°C 30 mp
Extenzid 72 °C 1 perc
Végso extenzio 72 °C 10 perc
Tarolas 4 °C

6. Készitsiik el az agardz gélt, és futtassuk meg a mintakat (1asd 103. GYAKORLAT,
9-12. pont).

7. A PCR termék tisztitdo kit hasznalatanak lépéseit a gyakorlatvezetd ismerteti. A
megtisztitott PCR terméket szintén futtassuk agar6z gélben.

8. A normal ¢és a tisztitott PCR terméket par napig 4°C-on, hosszabb ideig -20 °C-on
tarolhatjuk.
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6.5.2.3 PCR termék restrikcios emésztése

Nagyszamu baktériumtorzs vizsgalata esetén az azonos fajba tartozd torzsekbol
szarmaz6 PCR termékek csoportositasaval elkeriilhetjiik a felesleges bazissorrend elemzést.
Erre a célra alkalmazhatjuk az Amplifikdlt Riboszomalis DNS Restrikciés Analizise
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis - ARDRA) mddszert, amely gyors, olcsé és
hatékony tipizalasi modszer (lasd 105. GYAKORLAT). Az ARDRA sordn a szaporitott
16S rRNS gént restrikcids enzimekkel hasitjuk. Kiilon6z6 baktériumfajoknal a région beliil
talalhato restrikcids hasitasi helyek szama és elhelyezkedése eltér egymastol. Az enzimatikus
emésztést kovetd gélelektroforézis soran kialakuldé mintadzat alapjan a torzsek egymastol
megkiilonboztethetdk, illetve csoportosithatok (68. abra). (A modszer metodikajabol adoddan
azonban egy csoportba elvileg tobb kiilonb6zé szekvencia is keriilhet, illetve hasonlo
szekvenciak kerililhetnek kiilonb6z6 csoportokba is. Ezért ahogy a DNS bazissorrendjének
elemzése (lasd 106. GYAKORLAT) egyre olcsobba valik, egyre kevésbé lesz sziikség a
torzsek ARDRA modszerrel torténd eldzetes csoportositasara.)

Az emésztési reakcio soran kisebb DNS-fragmentumok keletkeznek a PCR termékbdl,
ezért elvalasztasukhoz nagyobb felbontas sziikséges, amit az agar6z gél toménységének és az
elektroforézis idejének novelésével, valamint az elektroforézis soran alkalmazott fesziiltség
csOkkentésével érhetiink el.

105. GYAKORLAT
PCR termékek restrikcios emésztése

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
a 104. GYAKORLAT soran eldallitott PCR termék
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
pipettak, steril pipettahegyek
Eppendorf csovek, csotartok
restrikcids enzimekhez tartozo 10 x-es puffer
(kereskedelmi forgalomban kaphato)
restrikcios enzimek (kereskedelmi forgalomban kaphato)
depcH>O
kémcsokeverd (vortex)
Eppendorf centrifuga
vizflrdd
DNS molekulasuly Marker 100 (65. abra; kereskedelmi forgalomban kaphato)
A vizsgélat menete
1. A PCR termékeket, a restrikcids enzimeket és a hozzajuk tartoz6 puffereket vegylik
ki a hiit6bol.
2. Feliratozzunk 1 nagy Eppendorf csdvet a premixhez, és a vizsgalt PCR termékek
szadmanak megfeleld kozepes (0,6 ml) Eppendorf csovet a reakcid szamara.
3. Mérjiikk 0ssze az aldbbi premixet a mintaszamnak megfelel6 mennyiségben egy
rahagyassal.

A bemért reagensek neve és mennyisége (ul) X minta esetén
enzim (10 U/ul) 0,15
10 x-es puffer 2,00
depcH2O 9,80

4. A premixet 12 pl-enként mérjiik szét a feliratozott kozepes Eppendorf csévekbe,
majd mérjiink hozzd mindegyikhez 8-8 pl PCR terméket. A csdveket ezutan vortexeljiik,
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roviden centrifugaljuk, €s 3 orara helyezziik be a megfeleld homérsékletli vizfiirdobe.

Enzim Puffer Hasitasi hely  Optimalis hofok
Alul Y-+/Tango 5 AGICT 37°C
BsuRI R+ (red) 5" GGlCC 37°C
Hin6l Y+/Tango 5" GLCGC 37°C
Tagl Taq 5" TVCGA 65 °C

5. Készitsiink 2%-o0s agardz gélt (lasd 103. GYAKORLAT, 9. pont, kivéve, hogy 2 g
agarozhoz mérjiink 100 ml 1x TBE oldatot).

6. Az emésztési termekeket (20 ul) keverjiik 6ssze 5-5 ul toltopufferrel, és toltsiik a gél
zsebeibe. A DNS méretének félkvantitativ meghatarozéasa érdekében téltsiink a mintak mellé
5 pl Marker 100 molekulasuly markert.

7. Az elektroforézist 80 V-on 90 percig végezziik 20 cm széles és 25 cm hosszu gélben,
majd a DNS jelenlétét €s mennyiségét detektaljuk UV fényben, és a kapott gélképet
rogzitsiik digitalisan is.
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68. abra 16S rRNS gén szaporitasaval nyert PCR termék restrikcios emésztési mintazata
(ARDRA) (Foto6: Vajna B.)

A gélképen a Mspl enzim segitségével emésztett PCR termékeket lathatjuk (0I3-0R1).
Az els6 savban (M) a Marker 100 DNS létrat futtattuk.

6.5.2.4 DNS baczissorrend elemzés

A DNS bazissorrendjének meghatarozasara a Sanger-féle lancterminacios eljaras
egy valtozatat a jelolt terminatoru ciklikus szekvenald reakcidt hasznaljuk (lasd
106. GYAKORLAT). Ez hasonlé a PCR-hez, de csak 1 primert tartalmaz, é¢s a dNTP-k
mellett, a négy bazisnak megfelelden négy kiilonb6zo fluoreszcens festékkel jeldlt dANTP is
részt vesz a reakcioban. Ha ez utobbiak épiilnek be a lanchosszabbitas soran, akkor a reakcio
lell, mert egy ddNTP utdn mar nem tud Gjabb nukleotid beépiilni. Igy kiilonbozé hosszusag,
az utolsé bazisnak megfelelden terminalisan jelolt DNS-fragmentumok keletkeznek. A
reakcioelegyet tovabblépés elott az enzimtol és a be nem épiilt nukleotidoktdl etanolos
precipitacioval tisztithatjuk meg. Tisztitds utan az akar egy bazisnyival kiilonbozo
fragmentumokat kapillaris elektroforézissel valaszthatjuk el, melynek soran a kiilonbdzo
fluoreszcens jelek detektalasa lézer segitségével torténik, és a szamitogép egy ennek
megfelelo elektroforetogramot rajzol ki (69. abra).
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69. abra A Sanger féle stopnukleotida eljaras hasznalataval torténé DNS bazissorrend elemzés
vazlata

A polimeraz lancreakcio terméke (a). A denaturalt termék (b). Primerkétés (c). A DNS dependens DNS polimeraz mindaddig
folytatja a kiegészitd szal (lanc) szintézisét (extenzid), mignem egy didezoxi-nukleotid-trifoszfat (ddNTP) épiil be (d). Ez
lancterminaciot okoz. (e) A bazissorrend-elemzési termék kapillaris gélelektroforézise soran a négy bazist a didezoxi-
nukleotidok fluoreszcens jelolésével kiillonboztetjiik meg.

A pontos identifikacié alapja a j6 mindségli szekvencia. A szekvendldsban hibak mind
a reakcid, mind a kapillaris-elektroforézis soran felléphetnek. Ezek egy része preciz
munkavégzéssel megeldzhetd, de a ,,futds” mindségét €s az analizald szoftver hibas
leolvaséasat mindig ellendrizniink és esetlegesen ,,manudlisan” javitanunk kell.

106. GYAKORLAT
DNS bazissorrendjének elemzése

A vizsgalat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
a 104. GYAKORLAT soran eléallitott és tisztitott PCR termék
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
pipettak, steril pipettahegyek, Eppendorf csdvek, csétartok
ABI BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (kereskedelmi
forgalomban kaphato)
Ready Reaction Mix, 5x-0s puffer
primerek:
534r: 5> ATT ACC GCG GCT GCT GG 3’
907r: 5> CCG TCA ATT CMT TTG AGT TT 3°
1492r: 5 TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3’
depcH>O
kémcsokeverd (vortex)
Eppendorf centrifuga
PCR késziilék
3 M nétrium-acetat (NaAc; pH 4,6)
95%-o0s €s 70%-os etanol
hiithetd centrifuga
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vakuumcentrifuga
szamitogép telepitett MEGA programmal
A vizsgélat menete
1. A tisztitott PCR termékeket €s a szekvenald reakciohoz sziikséges reagenseket
vegyiik ki a mélyhtitobol.
2. Feliratozzunk 3 nagy Eppendorf csovet a szekvenalo reakcio premixek szamara, €s a
mintdk szdmanak hdromszoros mennyiségében PCR csoveket a reakciok szamara.
3. Mérjiik 6ssze az alabbi premixet annyiszoros mennyiségben, ahany mintank van ¢€s
még egy (rdhagyas). (A hadrom primerhez harom kiilon premixet kell 6sszemérni!)

A bemért reagensek neve és mennyisége (ul) X minta esetén
5 x-0s puffer 1,5
Ready Reaction Mix 1,0
primer 0,5
depcH>O 4,0

4. Mérjiik szét a premixet 7 pl-enként a feliratozott PCR-csdvekbe, majd mérjiink
hozz4 mindegyikhez 3-3 pl tisztitott PCR terméket. A PCR csdveket ezutan vortexeljiik, és
roviden centrifugaljuk.

5. A PCR csoveket rakjuk be a PCR késziilékbe, ¢és az alabbi hdprofil beéllitasa utan
inditsuk el a reakciot.

PCR reakcio Homeérséklet Ido
Denaturaci6 96 °C 30 mp
28 ciklus Annelécio 50°C 5 mp
Extenzio 60 °C 4 perc
Tarolas 4°C

6. Mikdzben a szekvenald reakcid zajlik, készitsiikk el az etanolos precipitaciot. A
mintak szamanak megfelelé szamu kozepes méretli Eppendorf csébe mérjiik 6ssze az alabbi
elegyet:

A bemért reagensek neve és mennyisége (ul)
95%-0s etanol 62,5
depcH>O 14,5
3 M NaAc 3

7. A szekvenald reakcio lejarta utdn mérjilk be a 10 ul terméket a fenti elegybe,
vortexeljiik alaposan, €s hagyjuk allni szobahdmérsekleten 15 percig.

8. Hiithetd centrifugdban 20 percig, 18.000 g-vel centrifugaljuk a csdéveket 4 °C-on,
majd pipettaval dvatosan szivjuk le a feliiluszot.

9. A csapadékra mérjiink 250 pl 70%-o0s etanolt, és alapos vortexelés utdn Gjra
centrifugaljuk a cséveket 10 percig, 18.000 g-vel. Utana ismét pipettazzuk le a feliiluszot.

10. Végiil szaritsuk ki a terméket vakuum-centrifugaban.

11. A kiszaritott termékre mérjink ra 20 ul formamidot, majd vortexelés ¢&s
,leporgetés” utan denaturdljuk a mintdkat PCR késziilékben 98 °C-on 5 percig. A
gyakorlatvezetd altal ismertetett modon hajtsuk végre a kapillaris elektroforézist az ABI
Prism™ 310 genetikai analizatorral, ahol a szoftver automatikusan elvégzi a szekvenciak
kiértékelését is.

12. Inditsuk el a MEGA programot, ¢és nyissuk meg az illesztési feliiletet
(Align>Edit/Build Alignment>Create a new alignment), majd nyissuk meg az elsé
szekvencia kromatogramjat (Sequencer>Edit Sequencer file). Allapitsuk meg, honnan
kezdoédik az értelmes leolvasés, €s az elejérdl tordljiik az értelmezhetetlen részt. Reverz
szekvencia esetén a szekvencia reverz komplementjét kell a tovabbiakban hasznalnunk
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(Edit>Reverse complement). Keressiik meg az elsé N-t (Ctrl+N), ha lehetséges javitsuk ki
egyben ezeket a fel nem ismert helyeket. Keressiik meg az értékelhetd szekvencia végét, és a
tobbit toroljiikk. Mentsiik el a f3jlt abl formatumban (Data>Save file), ¢és toltsiik be a
szekvenciat az illesztési feliiletre (Data>Add to Alignment Explorer). Ezutan a tobbi
szekvencia kromatogramjat is nyissuk meg, és hasonloan jarjunk el.

13. Keressiik meg az egy torzshoz tartozo, kiilonbozd primerek felhasznalasaval
késziilt szekvenciak kozds szakaszat (Search>Find motif). Copy — Paste parancsokkal
illessziik 6ssze a szekvencidkat, majd mentsiik el a f3jlt.

6.5.3 Egyéb faj- és torzs specifikus genotipizalasi eljarasok

A PCR reakciot eddig egy koztes 1épésként alkalmaztuk az ARDRA mddszer vagy a
bazissorrend elemzés sordn. Azonban specidlis PCR reakciok alkalmasak kozvetleniil is
baktériumtdrzsek tipizaldsara, kozvetlen ujjlenyomat mintazat 1étrehozéasaval.

Ilyen moédszer a rep-PCR (repetitive extragenic palindromic; repetitiv, gének kozott
elhelyezkedd palindrom szekvencidk), amelynek sordn a genomban elszoérva talalhatéd valtozo
szamu ismétlédo elemeket, mint a REP, ERIC és BOX szakaszokat, szaporitjuk fel. Ezt ugy
érhetjiik el, hogy a PCR primereket ezen szakaszok hatdran elhelyezkedd bazissorrendekre
tervezziik.

Egy masik ilyen modszer a RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA;
random szaporitott polimorf DNS), melynek soran egy vagy tobb rovid primert hasznalunk
(lasd 107. GYAKORLAT). A PCR soran kis annelacios homérsékleten a primerek random
modon kotddnek a genom kiilonbozd részeihez, és igy kiilonb6zd hossziisaghh PCR termékek
jonnek létre. A gyakorlat soran alkalmazott M13 primer mikroszatellit DNS régiokhoz
kotddik. A reakciohoz minél inkabb ép genomra van sziikségiink, igy olyan DNS izolalasi
eljarast kell el6tte alkalmaznunk, ami a DNS-t nem tori apr6 darabokra.

Ezen PCR termékeket ezutdn agardz gélen futtatjuk meg, és a kapott ujjlenyomat
mintazatokbol dendrogram készithetd (70. abra).
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70. abra Polimorf DNS szakaszokra tervezett primerekkel szaporitott random PCR termék
gélképek (RAPD ujjlenyomat) csoportelemzése (Foto: Felfoldi T.)

Synechococcus izolatumok RAPD ujjlenyomatanak dendrogramja és a RAPD termék agaroz gélképe.
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107. GYAKORLAT
Torzsek elvalasztasa RAPD ujjlenyomat modszer segitségével

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs tenyészetek ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
DNS-izolalashoz sziikséges anyagok és eszkozok (1asd 103. GYAKORLAT)
pipettak, steril hegyek, Eppendorf csovek, csotartok
10 x-es PCR puffer (kereskedelmi forgalomban kaphat6)

cre

cre

M13 primer: 5' GAG GGT GGC GGT TCT 3'
1 U/ul Taq polimeréz (kereskedelmi forgalomban kaphat6)
depcH>O
kémcsdkeverd (vortex)
Eppendorf centrifuga
PCR késziilék
DNS molekulastuly Marker 100 (65. abra, kereskedelmi forgalomban kaphat6)
szamitogep telepitett TotalLab programmal
A vizsgélat menete

1. A torzsekbdl végezziik el a NaOH-os DNS izolalast (lasd 103. GYAKORLAT).

2. A PCR-hez sziikséges reagenseket vegylik ki a mélyhiitdbal.

3. Feliratozzunk 1 nagy Eppendorf csovet a PCR premixhez, és a DNS mintaink
szamanal kettdvel tobb PCR csovet a reakcid szamara. A plusz két csd a negativ és a pozitiv
kontroll miatt sziikséges.

4. Mérjiik Ossze az alabbi PCR premixet a mintaszamnak megfeleld és még harom
(kontrollok és mérési rahagyas) egységnyi mennyiségben. A DNS mintat ne mérjiik bele a
premixbe!

A bemért reagensek neve és mennyisége (pl) X minta esetén
10 x-es PCR puffer 2,5
MgCl, oldat 3,0
dNTP mix 6,0
M13 primer 2,0
Tagq polimerdz enzim 1,0
depcH,O kiegészitve 25-re

4. Mérjiik szét a premixet 24 pl-enként a feliratozott PCR-csdvekbe, majd mérjiink
hozz4d mindegyikhez 1-1 pl DNS-mintit. A negativ kontrollba ne mérjiink be semmit, a
pozitiv kontrollba egy olyan DNS-mintabol mérjiink be, amellyel mar kordbban végeztiink
sikeres PCR-t. A PCR csoveket ezutan vortexeljik, €s roviden centrifugaljuk.

5. A PCR-csoveket rakjuk be a PCR késziilékbe, és az alabbi hoprofil beéllitdsa utan
inditsuk el a reakciot.

PCR reakcio Homérséklet Ido
Kezdeti denaturacid 98 °C 5 perc
Denaturacié 94 °C 90 mp
35 ciklus Annelacio 56 °C 2 perc
Extenzid 72 °C 2 perc
Végsd extenzio 72 °C 10 perc
Tarolas 4 °C
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6. Erdemes a PCR-reakciot (3-5.pont) legalabb haromszor megismételni, mert a
primerek random kotddése miatt az eredmény kis mértékben eltérhet az egyes esetekben.

7. Készitsiink 20 cm széles és 25 cm hosszu agar6z gélt (lasd 103. GYAKORLAT,
9. pont) a kovetkezd eltérésekkel: 2%-os gélt készitsiink (2 g agarézhoz mérjiink 100 ml
I1x TBE oldatot), és az ontéformaba kozépre ne rakjunk fésiit, hogy a mintak majd
végigfuthassanak a teljes gélen.

8. A teljes PCR terméket (25 pul) keverjiik 6ssze 8-8 ul toltOpufferrel, és toltsiik a gél
zsebeibe. A DNS méretének félkvantitativ meghatdrozasa érdekében toltsiink a mintdk mellé
5 ul Marker 100 molekulasuly markert.

9. Az elektroforézist 80 V-on 140 percig végezziik a 20 cm széles és 25 cm hossza
gélben, majd a DNS jelenlétét és mennyiségét detektaljuk UV fényben, és a kapott képet
rogzitsiik digitalisan is.

10. Végezzik el a kép kiértékelését TotalLab programmal a gyakorlatvezetd
utmutatdsa szerint.

6.5.4 Egyéb faj- és torzs specifikus genotipizalasi eljarasok

A 2000-es kozepétdl egyre tobb un. ujgeneracios DNS-szekvenalasi modszer (NGS,
Next-Generation DNA Sequencing) latott napvilagot, és ezek a technikdk nagyon gyorsan
elérhetévé valtak a legtobb mikrobiologiai laboratorium szamara. A Sanger modszerrel
Osszehasonlitva az NGS modszerek esetében az egy nukleotid meghatarozasara vonatkozo
koltség nagysagrendekkel alacsonyabb, viszont nagyobb pontatlansdggal rendelkeznek
(8. tablazatl 1. tablazat). Az NGS technikdkra elmult években jellemzé modszertani
sokszinliség az utdbbi években ,,letisztulni” latszik, és az [llumina cég kezd egyeduralkodova
valni. Bar az altaluk alkalmazott technika esetében a leolvasdsi hossz viszonylag rovid,
mindezt feliilirja a relativ nagy leolvasasi pontossaggal parosul6 alacsony fajlagos mukodési
koltség.

8. tablazat. A legaltalanosabban hasznalt NGS moddszerek jellemzdinek 6sszehasonlitiasa

[llumina Roche 454 | Ton Torrent PacBio
Leolvasasi hossz (nt) 200-300 500-1000 400-500 50 000
Amplifikaci6 sziikséges igen igen igen nem
Hibas leolvasasok (%) ~0,1 ~1-2 ~2-3 ~10-15
Szekvenalasi 1d6 2-6 nap 10-20 ora 4-8 ora 2 ora
Prokaridta genom/futas 15-200 1-20 10-100 ~5
Koltség/nukleotid alacsony nagy kozepes kozepes

Az NGS modszerekre jellemzd nagy ateresztOképesség és alacsony fajlagos koltség
alapvetden meghatarozta a mikrobidlis 6kologia és bakteridlis taxondmia tudomanyteriiletek
kutatasait az utobbi évtizedben. A DNS-alapu vizsgalatok hdrom részre oszthatok ebben a
korben: baktériumtdrzsek teljes genomjanak meghatarozéasa, mikrobakdzosségek taxondmiai
Osszetételének feltardsa (amplikon szekvendlas; 7.1.2.4 fejezet) és kozosségei alapi
metagenomikai elemzések (’shotgun’ DNS szekvenalas; 7.3.1 fejezet).

A torzsek teljes genom szekvenalasidt, amennyiben
meghatarozasarol szol, akkor de novo genom szekvenalasnak nevezziik. Az annotacié soran
az egyes gének azonositasa torténik meg a szekvenalt genomon beliil. Uj baktériumfajok
leirdsakor a teljes genom szekvendlds ma mar alapkdvetelmény a tipustdrzsek esetében,
hiszen tobb munka- és anyagigényes vizsgalat kivalthato vele (genomi GC-tartalom és
genomméret meghatarozasa, DNS-DNS hibridizéacio, egyedi gének Sanger szekvenalasa).

ismeretlen genom
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7 TENYESZTESTOL FUGGETLEN TECHNIKAK ALKALMAZASA A
KORNYEZETI MIKROBIOLOGIABAN

7.1 Taxonomiai diverzitast vizsgalo eljarasok

7.1.1 Kemotaxondmiai markereken alapul6 eljarasok

A kornyezeti mikrobiologidban is alkalmazhatunk kemotaxondémiai modszereket,
hiszen bizonyos biomarkerek nem csak kiilonallé mikroba térzsekbdl izolalhatok, hanem egy
kornyezeti mintabol is ¢€s felhasznalhatoak kozosségi elemzések céljabol. A moddszer
hatranya, hogy a kemotaxonoémiai markerek gyakran kevéssé specifikusak, igy taxondmiai
célokra csak erds megkotésekkel alkalmazhatok. A modszerek eldnye ugyanakkor, hogy ezek
a vegyliletek egy mintabol kdzvetleniil izolalhatok, majd vizsgalhatok, ezaltal a nukleinsav
alapi modszerekkel Osszehasonlitva pontosabb mennyiségi informacidét hordoznak, a
nukleinsav szaporitasa soran keletkezd mennyiségi torzitdsokat nem hordozzak).

Kemotaxonémiai modszerek alkalmazasa esetén eldszor oldoszerekkel kivonjuk az
adott mintabol a célmolekuldkat, majd frakcionaljuk és azonositjuk azokat. Esetlinkben
szerves oldoszerekkel zsiroldékony molekuldkat vonunk ki (lasd 108. GYAKORLAT).

108. GYAKORLAT
Kemotaxonomiai markerek (zsirsavak és kinonok) kinyerése és frakcionalasa
kornyezeti mintabdl
A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

talajminta
iledék minta
szennyviziszap minta
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
Pasteur pipettak (zsirtalanitva)
tivegtolcseérek (zsirtalanitva)
csavarkupakos kémcsovek (zsirtalanitva, teflonbetéttel ellatva)
vakuum beparlo késziilék
beparlolombikok
oldoszerek (diklormetan, metanol, kloroform, foszfatpuffer, aceton)
SPE oszlop (szilard fazisu extrakciohoz)
Whatman-papir (2 Chr)
asztali centrifuga
zsirtalanitott tiveg centrifugacsovek
30 °C-os vizfiirdé
A vizsgélat menete

FONTOS! Szerves oldoszerekkel dolgozzunk elszivofiilke alatt!

1. A csoveket a mintdknak megfelelden feliratozzuk. Ezutdn a mintét (10 g) egy éjen at
kevertessiik diklormetan-metanol-foszfatpuffer (10g talajminta esetén 7,5 ml diklormetan,
I15ml metanol ¢és 5ml foszfatpuffer hozzéadasa javasolt) elegyben 4 °C-on. (Ha
fazisszeparacio figyelhetd meg, akkor ez kb. 1-5 ml metanol hozzdadasaval megsziintethetd.)

2. Masnap adjunk hozzd még 7,5 ml diklometant és 7,5 ml desztillalt vizet, rdzzuk
Ossze és még egy ¢jen at hagyjuk allni. A fazisszeparacio soran a lipidek az alsé fazisba
(diklérmetan) kertilnek.

3. A mintdt a kovetkezd napon centrifugaljuk 2 percig 2000 g-n, majd pipettaval
szivjuk ki a diklérmetdnos fazist az alsé szilard és a felsd vizes fazis koziil.

4. A leszivott diklormetanos fazist sztrjiik at télcsérbe helyezett szlirépapiron, majd a
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szlirépapirt még 3 x 0,75 ml diklormetannal mossuk 4t a kémcsObe vagy zsirtalanitott
gomblombikba.

5. Vékuumbeparloval 37 °C-on parologtassuk el az oldoszert.

6. Az SPE oszlopot nedvesitsilk meg 3 ml metanollal, majd tomoritsiik a toltetet 6 ml
kloroform nagy nyomasu levegdvel torténd atnyomasaval.

7. Tiszta, zsirtalanitott Pasteur pipettdval rétegezziik r4 a mintat, amelyet el6zdleg
felvettiink 200 pl kloroformban.

8. Ezutan lassan rétegezziink az oszlopra 5 ml kloroformot, és engedjiik at rajta. A
lecsopogod kloroformos fazist fogjuk fel tiszta csében, ez tartalmazza (sok egyéb mellett) a
kinonmolekulakat.

9. A kovetkezod 1épésben az oszlopra rétegezziink 5 ml acetont. Ezt a fazist fogjuk fel
egy kiilon tiszta cs6ben. Ez a glikolipideket tartalmazza, a késdbbiekben ezzel a fazissal nem
foglalkozunk, taxondmiai jelentdsége csekély: elontjiik.

10. Legvégiil az oszlopon engedjiink lassan atfolyni 4 ml metanolt, ez mossa ki a
foszfolipideket, ezt egy Gjabb tiszta, zsirtalanitott csavarkupakos kémcsoben gytijtjiik 6ssze.

11. Barmely fazissal dolgozunk is tovabb ezutan, szobahdmérsékleten paroljuk
szarazra rotaciés vakuumbeparldval és vegyiik fel 300 pl tiszta olddszerben. Az igy nyert
preparatumok -20 °C-on néhany hétig eltarthatok.

A biolégiai membranok fontos alkotd elemei a kiilonb6z6 szénldnchosszisagu és
eltérd telitettségli, esetleg eldgazd zsirsavmolekulak. Taxondémiai informaciot kozosségi
mintakbol szdmos zsirsavtipus nem hordoz, hiszen az univerzalisan megtalalhaté6 molekulak
(pl. Ci40, Ci60), mind pro-, mind eukaridtdkban eléfordulhatnak. Néhany vegyiiletcsoport
azonban kiemelt jelentségli (pl. elagazd zsirsavakat elsGsorban a Gram pozitiv prokaridtak
termelnek) (1asd 109. GYAKORLAT).

109. GYAKORLAT
Membranzsirsavak vizsgalata kornyezeti mintabol

A vizsgalat targya, a vizsgélt mikroorganizmus

kornyezeti mintdbol preparalt metanolos fazis (1asd 31. GYAKORLAT)
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

oldoszerek (alt. metanol, alt. kloroform, alt. toluol)

37 °C-os vizfiirdd

csavarkupakos kémcsovek

kémcsokeverd (vortex)

zsirtalanitott Pasteur pipettak

asztali centrifuga
A vizsgélat menete

1. A gyakorlat soran a csoveket mindig precizen feliratozzuk. A metanolos fazisban
1évd foszfolipideket rotacidos vakuumbeparloval megszaritjuk, majd a széraz foszfolipideket
oldjuk vissza 0,5 ml metanol:toluol (1:1) elegyben.

2. Adjunk hozzd 0,5 ml 0,2 N metanolos KOH oldatot, majd zarjuk le a csoveket
légmentesen, vortexeljiik és inkubaljuk 15 percig 37 °C-on.

3. Ezutan hiitsiik le 5 perc alatt szobahémérsékletlire és adjunk hozzd 0,5 ml 0,2 N
ecetsavat, vortexeljiik 5 méasodpercig, majd adjunk hozza 2 ml kloroformot és 2 ml desztillalt
vizet. Ismét vortexeljiik 30 masodpercig. (Fontos, hogy a sav és a kloroform hozzaadasa
kozott ne teljen el sok 1d6, mert a metilészterek konnyen lebomlanak viz és sav jelenlétében.)

4. Az elegyet centrifugaljuk 5 percig 2000 g-n, ez fazisszétvalast eredményez.

5. Az also, kloroformos féazist vigyiik at tiszta kémcsdbe, majd Gjabb 1 ml kloroform
hozzaadésaval a 3-4. 1€pést ismételjiik meg. Fontos, hogy vizet nem szabad atvinni!
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6. Ezt kovetéen parologtassuk el az oldoszert 37 °C-on, majd oldjuk vissza a
maradékot 0,5 ml hexanban (HPLC mindség). Ez a minta sziikség esetén 2 honapig -20 °C-
on eltarthato, esetleg toményithetd.

7.A hexéanos fazis 1 pl-ét injektdljuk gazkromatograf kapillaris oszlopara.
Standardként az alabbi vegyiiletkeverékeket hasznaljuk: Supelco 37 component FAME mix,
PUFA Nol, Marine Source, FAME mix Rapseed Oil, BAME metil észter mix.

8. A kapott kromatogram alapjan a standardok segitségével hatarozzuk meg az egyes
csucsokat, mennyiségi aranyaikat és ebbdl kdvetkeztessiink a kozosség dsszetételére.

110. GYAKORLAT
Bakterialis kinonok vizsgalata kornyezeti mintabol

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus

kornyezeti mintabol preparalt kloroformos fazis (lasd 31. GYAKORLAT)
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

Sep-Pak® Plus Silica oszlop, allvany

hexan, dietil-éter, acetonitril (HPLC-tisztasaga)

izopropanol (HPLC-tisztasagl)

Pasteur-pipettak (zsirtalanitva)

csavarkupakos kémcsovek
A vizsgélat menete

1. A felhasznalt csoveket mindig precizen feliratozzuk. A kloroformos fazist szobah6n
rotaciés vakuumbeparloval szaritsuk be, majd a beszaritott zsiroldékony anyagokat oldjuk
vissza 1 ml tiszta hexanban.

2. Az allvanyba helyezett Sep-Pak® Plus Silica oszlopokat nedvesitsiik tiszta hexannal.

3. A szintén hexanban oldott mintdkat zsirtalanitott Pasteur pipettaval vigyiik fel az
oszlopokra. Hagyjuk, hogy a folyadék atfolyjon, s a lipidek teljes mennyisége belépjen a
matrixba.

4. Ezutan mossuk at az oszlopokat 8 ml tiszta hexannal, ami altal a minta egyéb
zsiroldékony anyagainak nagy része lemosodik, mig a kinonok a matrixban maradnak.

5. A menakinonokat 98:2 ardnyl hexan:dietil-éter elegy 8 ml-ével mossuk mintaszedd
kémcsdbe.

6. Az ubikinonokat 90:10 aranyl hexan:dietil-éter elegy 8 ml-ével mossuk Uj
mintaszedd kémcsdbe.

7. Rotacios vakuumbeparloval paroljuk szobahdn szarazra, majd vegyiik fel Gjra a
kinonfrakciokat 300 pl 65:35 aranyu acetonitril:izopropanol elegyben.

8. A kinonokat tartalmazé elegy 20 pl-ét injektaljuk reverz fazisu HPLC oszlopra.
Eluens: acetonitril:izopropanol 65:35 elegy.

9. Hatarozzuk meg mintaink kinonjait Ugy, hogy vessiik 0Ossze a kapott
kromatogramokat autentikus baktériumtdrzsekbdl preparalt referencia kinonok csucsaival,
majd a mennyiségi aranyokbol kovetkeztessiink a kozdsség Osszetételére (leirast lasd a
baktériumtorzseknél leirt modon — 99. GYAKORLAT).

7.1.2  Nukleinsav kivonason alapul¢ eljarasok

A mikrobidlis kdzosségek tenyésztéstdl fliggetlen vizsgalatanak egyik legelterjedtebb
megkozelitése napjainkban a nukleinsav Kkivonason és elemzésen alapulé modszerek
alkalmazésa. Ezek soran a vizsgélatok céljatol fiiggden a kozosségi DNS vagy RNS tartalom
elemzését végezziik el (lasd 111. GYAKORLAT). A kozosségi DNS tartalom vizsgalata
konnyebben kivitelezhetd, informaciét adhat a kozosségalkotd fajokrol, illetve a
kozosségalkotok genetikai potencidljarol. Egy mikrobakdzdsség RNS tartalmanak vizsgalata

170



viszont kozvetlenebb informéciot nytjt az aktiv (RNS-sé atir6do) génekrol, s igy a kozosség
aktiv anyagcseréji tagjair6l. Mindkét megkdzelités elsé 1épése a kozosségi nukleinsav
tartalom kivondsa és tisztitasa, majd az RNS vizsgélatok esetében reverz transzkripcid
segitségével cDNS eldallitasa.

A jelenleg széleskorben elterjedt nukleinsav-alapt kozosségvizsgalati modszerek
szinte mindegyike a polimeraz lancreakcido (PCR, lasd 6.5.2.2 fejezet) valamelyik tipusan
alapszik. PCR segitségével szaporitjuk a kozosségalkotok genetikai allomanyabol a vizsgalni
kivant génszakaszt, ami filogenetikai kutatasok esetében leggyakrabban a 16S rRNS-t
(ritkabban a 23S rRNS-t) kodold gén, illetve eukariota mikroorganizmusok esetében a két
riboszomalis alegység génje kozotti ,,spacer” (ITS) szakasz. Ezek a génszakaszok evolicidsan
relative konzervativak, ezért faji azonositasra, illetve taxonomiai besoroldsra alkalmasak.
Amennyiben a kozosség anyagcsere aktivitdsara vagyunk kivancsiak, PCR segitségével
szaporithatunk Un. anyagcsere géneket is, amik egy adott anyagcsereut enzimjét (vagy ennek
valamelyik alegységét) kodoljak (lasd 6.5.2.2 fejezet).

A PCR-alapu kozosségvizsgalati modszerek legnagyobb kihivasa a kozosségi PCR
termék vizsgalata, az egyes kozosségalkotokbol szarmazé PCR amplikonok szétvalogatasa,
azonositdsa, mennyiségi viszonyaik megallapitasa. A modszerek egy csoportja a kozosség
Osszességére nézve ad informdacidt, mintegy a kozdsség azonositasara alkalmas mintazatot.
Ezeket a modszerek hivjuk ujjlenyomat moddszereknek (lasd 7.1.2.2 fejezet), eldnylik a
gyorsasag, mely sok minta kozosségének 0Osszehasonlitasat teszi lehetévé (pl. iddébeli
valtozasok vagy térbeli véltozatossadg széleskorii felmérése), de nem, vagy csak korlatozott
mértékben szolgaltatnak informaciét a kozosség tagjairdl. Amennyiben az egyes
kozosségalkotokbol felszaporitott DNS szakaszok bazissorrendjét is meg szeretnénk
hatarozni, akkor a kozosségi PCR termék klontar elemzését elvégezziik (lasd 7.1.2.3 fejezet),
illetve az egyre jobban elterjed ujgeneracids bazissorrend meghatarozast (next-generation
sequencing — NGS) alkalmazzuk (lasd 7.1.2.4 fejezet).

7.1.2.1 Kézosségi nukleinsav kivondsa kérnyezeti mintdakbol

111. GYAKORLAT
Kozosségi DNS kivonasa kornyezeti mintabol

A vizsgalat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
kornyezeti minta
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
talaj, iiledék vagy vizminta
laboratoriumi mérleg
steril mikrospatula
talaj DNS 1zolalo6 kit (pl. MoBio UltraClean Soil DNA Kit;
Epicentre Biotech SoilMaster DNA extraction kit)
pipették, steril pipettahegyek
Eppendorf csovek, csdtartok
sejtmalom, vagy Eppendorf csdvek rogzitésére alkalmas feltétli vortex
mikrocentrifuga
A vizsgélat menete
1. Amennyiben az liledék vagy talajminta jelentds mennyiségii vizet tartalmaz, a mintat
1,6 ml-es Eppendorf csdvekbe toltve centrifugaljuk 5 percig 12.000 g-n, majd Ontsiik el a
feliiluszot.
2. Vizmintaban 1év0 sejteket eldszor sziiréssel koncentraljuk. Ehhez 0,1-10 1 vizmintat
(a minta stiriségétdl fiiggden) 0,22 um porusatmérdjii celluloz-nitrat szlirdpapirra szliriink.
3. A tomdritett minta megfelelé6 mennyiségét (ez a DNS izolald kit tipusatol fligg)

171



toltsiik vagy a feldarabolt szlirOpapirt adjuk steril mikrospatulaval vagy csipesszel steril
mikrospatuldval a DNS izolalo kit megfeleld csovébe.

4. A DNS-izolalo kit hasznalatanak 1épéseit a gyakorlatvezetd (illetve a kit hasznalati
utmutatdja) ismerteti.

5. Az izolalt DNS-t detektaljuk agar6z gélelektroforézis segitségével (lasd
103. GYAKORLAT).

6. Az izolalt DNS-t a tovabbi felhasznalésig taroljuk -20 °C-on.

7.1.2.2 PCR alapu ujjlenyomat technikdak

A Denaturalé Gradiens Gélelektroforézis (DGGE) azonos hosszasaga DNS
szakaszok elvalasztisara alkalmas azok bazissorrendjének kiilonbsége alapjan (lasd
112. GYAKORLAT). Az elektroforézist vertikalis poliakrilamid gélben végezziik, melyben
denaturdld vegyiiletek (urea és formamid) linearisan novekvd koncentracioja talalhatd. A
mintakat a gél tetejénél toltjiik be, itt talalhatdo a legenyhébben denaturald gélrész is. A
duplaszali DNS-ek a pozitiv pélusu elektroda felé vandorolva egyre erdsebben denaturald
kozeggel taladlkoznak, amely a duplaszalo DNS-ek széttekeredését, denaturalodasat
eredményezi, a GC-tartalomtol fiiggd futasi tavolsag megtétele utan (ezt a jelenséget, vagyis a
G ¢és C nukleotidok kozotti harom H-hid kotést, kihaszndlva a DNS szalak teljes
széttekeredését megakadalyozandd a PCR primerek egyike szinte csak G és C nukleotidokat
tartalmazo 5’-végili toldalékkal, Un. ,,GC-clamp”-pel rendelkezik). A denaturdlodott DNS
szakaszok mobilitdsa a gélben jelentdsen lecsokken, igy a kiilonb6zé bazissorrendic PCR
termékek a gélben kiilonbozd tavolsdgokra fognak eljutni az elektroforézis végére. A
kiilonb6zé  kozosségekbdl  szarmazdé  mintdk  DGGE  csikmintazatuk  alapjan
Osszehasonlithatok. Az egyes csikokat kivagva, PCR-rel Gjraamplifikdlva és bazissorend
elemzésnek alavetve az egyes kozosségalkotokra nézve filogenetikai informacidt is
nyerhetiink. Am az elemezhetd szakasz relativ rovidsége (legfeljebb koriilbeliil 500 bp) és a
bazissorrend elemzés sikerének bizonytalansaga (gyakori kevert szekvencidk) miatt, ez a
modszer csak nagyon korlatozottan alkalmas a kozosségalkotok filogenetikai jellemzésére.

112. GYAKORLAT
Baktériumkozosségek vizsgalata Denaturalo Gradiens Gélelektroforézissel (DGGE)

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
kornyezeti mintak mikrobakdzdsségeinek szerkezete
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
kozosségi DNS izolatumok
pipették, steril hegyek
Eppendorf csovek, csdtartok
10 x-es PCR puffer (kereskedelmi forgalomban kaphato)

crer

cre

Primerek:
GC-27f primer: ,,GC-clamp”-5' AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3'
534r primer: 5' ATT ACC GCG GCT GCT GG 3'

1 U/ul Tag polimeraz

depcH>O

kémcsdkeverd (vortex)

mikrocentrifuga

PCR-késziilek

laboratériumi mérleg

gélfuttatd kad
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agaroz
1 x TBE-oldat
DNS-festék (etidium-bromid oldat, ~5 pg/ml végkoncentracioban)
toltopufter
DNS molekulasuly Marker 100
DGGE késziilék (Ingeny PhorU2x2)
ultrahangos szonikator
magneses keverd
perisztaltikus pumpa
Falcon csovek
40%-os akrilamid oldat (kereskedelmi forgalomban kaphato)
50 x TAE puffer (kereskedelmi forgalomban kaphato)
tetrametil-etilén-diamin (TEMED)
ammonium perszulfat (APS)
formamid
toltépuffer (6x Loading Dye, kereskedelmi forgalomban kaphato)
urea
szamitogeép telepitett TotalLab programmal
A vizsgélat menete

1. A kozdsségi DNS izolatumokbol a 16S rRNS génszakaszt szaporitsuk a
104. GYAKORLAT 1-6. pontjainak utmutatdsai szerint, annyi valtoztatdssal, hogy
hasznaljunk GC-kapcsos 27f és 534r primert.

2. Készitstik el a 7%-os akrilamid tartalmt denaturdl6é gradiens gélhez sziikséges két
kiilonb6z6 Osszetételli akrilamid keveréket (40% ¢és 60% denaturdld agens tartalommal), az
alabbi tablazat szerint.

Anyag 40% 60%
PAA (40%) 4,2 ml 4,2 ml
50 x TAE 480 pl 480 pul
Urea 4¢g 6g
Formamid 3,84 ml 5,76 ml

3. Gaztalanitsuk a keverékeket ultrahangos szonikalassal 15 percig.

4. Keészitsiik eld a gélontd kazettat az Ingeny PhorU késziilék leirasa szerint, a
gyakorlatvezetd itmutatasaval.

5. Készitsiink 1 ml 20%-0s (m/V) APS oldatot.

6. Ontsiik meg a denatural6 gradiens gélt az Ingeny PhorU késziilék leirdsa szerint, a
gyakorlatvezetd itmutatasaval.

7. A gél 1 6ras szilardulasi ideje alatt cseréljlink le az Ingeny PhorU késziilékben levd
puffermennyiségbdl 5 litert friss 1x TAE pufferre.

8. Mérjiik 0ssze az un. koncentrald gélt (,,stacking gel”), az alabbi dsszetétellel:

PAA (40%) 1,05 ml
50 x TAE 120 pl
dH>0 4,95 ml

9. A denaturdlod gélrdl ontsiik le a polimerizacid soran keletkezett vizet, majd Ontsiik
meg a koncentraldo gélt az Ingeny PhorU késziilek leirdsa szerint, a gyakorlatvezetd
Utmutatasaval.

10. A PCR termékek 45 pl-nyi mennyiségeihez mérjiink hozza 9-9 ul 6 x toltdpuffert.

11. A befuttatd gél megszilardulasa utan a gélfuttatd kazettat helyezziik be az Ingeny
PhorU késziilékbe, és mossuk ki a gél zsebeit a gyakorlatvezetd utmutatasa szerint.

crer

igyeljiink arra, hogy a késziilék felsé pufferkeringetése legyen kikapcsolva, és a 12 V-os
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alapfesziiltség legyen raadva az elektrodakra.

13. A mintakat 5 percig futtassuk be 200 V-on, a felsé pufferkeringetést tovabbra is
kikapcsolt allapotban tartva, majd az elektroforézis fesziiltséget 120 V-ra mérsékelve és a
felso keringetést visszakapcsolva futtassuk a mintakat 14 6ran at.

14. A gyakorlatvezetd Utmutatasai szerint végezziik el a gél festését és dokumentalasat
(fényképezését). A gél festését etidium-bromiddal végezziik, a mosasi 1épésekhez pedig
hasznaljunk (a DGGE késziilék tankjabol lefejtett) 1 x TBE puffert. (Vigyazat! Az etidium-
bromid toxikus! Haszndljuk a megfelelo egyéni védofelszerelést! Tajékozodjunk a vegyszer
biztonsagi adatlapjan taldlhato informaciok alapjan.)

15. A gélkép kiértekelését végezziik el a TotalLab programmal.

A Terminalis Restrikciés Fragmenshossz Polimorfizmus (T-RFLP) hasonloan az
ARDRA-hoz, a restrikcios enzimekkel emésztett PCR terméket méret szerint valasztja szét,
viszont a templat szaporitdsa a PCR reakcid soran specialis, 5° végén fluoreszcensen jelolt
(pl.: HEX: Hexachlorofluorescein) primerrel torténik (lasd 113. GYAKORLAT). A
restrikcios hasitd helyek ¢és a fluoreszcensen jelolt primer kozti tdvolsag az adott amplikon
bazissorrendjétol fiigg, igy a PCR termékek emésztése az egyes taxonokra jellemzd
hosszlisagl termindlisan jelolt fragmentumot eredményez. Az emésztett amplikonok
elvalasztasa nagy hatékonysagu kapillaris elektroforézissel torténik, a fluoreszcensen jelolt
termindlis fragmentumokat (kizarélag azokat) lézeres gerjesztés segitségével detektaljuk. A
kromatogramon egy amplikon igy csak egyetlen csucsként jelenik meg. A mintdval egyiitt
futtatott, eltérd szinli fluoreszcens jeldléssel ellatott belsd molekulastly standard, a relative
rovid szakaszok és hasonld bazisosszetétel miatt nagyon pontos fragmenshossz meghatarozast
tesz lehetdvé (kb. +/- 1 bazispar az elsé 500 bazison). A kromatogramon az egyes csucsokhoz
tartoz6 gorbe alatti teriiletek a PCR-termékben megtaldlhaté mennyiségi ardnyokat tiikkrozik.
A modszer jo reprodukalhatdsidga, és szemikvantitativ jellege miatt kiilondsen alkalmas
kozosségszerkezeti vizsgalatok lebonyolitasara. Az ,,in vitro” elemzés mellett a primerek
kotési, illetve a restrikcios enzimek hasitési helyeinek ismeretében adott fajokhoz, térzsekhez
szamitogépes adatbazisok alapjan terminalis fragmenshosszok adhatoak meg. Az ,,in silico”
kalkulalt adatok birtokaban a kiillonb6zé mintak terminalis fragmenshosszaihoz filogenetikai
informaci6 rendelhetd. Azonban a valos €s az ,,in silico” fragmenshosszok kozotti kisebb
eltérések korlatozzak a modszer ilyen alkalmazasat.

113. GYAKORLAT
Baktériumkozosségek vizsgalata T-RFLP modszerrel

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
kornyezeti mintak mikrobakozdsségeinek szerkezete
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
kozosségi DNS izolatumok
pipették, steril hegyek
Eppendorf csovek, csdtartok
10 x-es PCR puffer (kereskedelmi forgalomban kaphato)

crer

crer

Primerek
HEX-27f primer: HEX-5' AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3'
534r primer: 5' ATT ACC GCG GCT GCT GG 3'

1 U/ul Tag polimeraz

depcH>O

kémcsdkeverd (vortex)
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mikrocentrifuga
PCR-késziilék
laboratoriumi mérleg
gélfuttato kad
agardz
1 x TBE-oldat
DNS-festék
toltépufter
DNS molekulasuly Marker 100
restrikcios endonukleazok és puffereik
3 M Na-acetat (pH 4,6)
95%-o0s és 70%-os etanol
htithet6 centrifuga
vakuumcentrifuga
formamid (molekuléris biologiai célra alkalmas tisztasagu)
fluoreszcensen jellt molekulasily standard (pl. GeneScan™-500 Tamra)
ABI Prism™ 310 genetikai analizator (Applied Biosystems)
GeneMapper szoftver
T-REX alkalmazas (interneten elérhetd szerveren fut6 online alkalmazas)
PAST 3 szoftver
A vizsgélat menete

1. A kozosségi DNS izolatumokbol a 16S rRNS génszakaszt szaporitsuk a
106. GYAKORLAT 1-6. pontjainak utmutatdsai szerint, annyi valtoztatdssal, hogy
hasznaljunk fluoreszcensen jeldlt primert.

2. Végezzilk el a PCR termékek restrikciés hasitdsat kétféle enzimmel, a
105. GYAKORLAT 1-4. pontjai szerint. (Az ott leirt agar6z gélelektroforézist mar nem kell
elvégezni.)

3. A hasitési termékeket tisztitsuk meg etanol precipitacioval a 104. GYAKORLAT 6-
10. pontjai szerint.

4. A beszaritott terméket vegyiik fel 20 pl depcH>O-ban.

5. Feliratozast kovetéen 600 pl-es ABI mintatartd csdvekben 12 pl formamidhoz
mérjlink hozza a mintakbodl 0,5 pl-t, a molekulastly standardbol pedig 0,3 pl-t. Vortexelés és
lepdrgetés utan denaturaljuk a mintdkat PCR-késziilékben 98 °C-on 5 percig. Ezutan 2 percre
helyezziik jégre.

6. A gyakorlatvezetd altal ismertetett modon hajtsuk végre a kapillaris elektroforézist
az ABI Prism™ 310 genetikai analizatorral.

7. A GeneMapper szoftverrel a gyakorlatvezetd utmutatasai szerint elemezziik a nyers
futasi adatokat, majd a kromatogramok cstcsainak adatait exportaljuk Excel tablazatba.

8. A T-REX (trex.biohpc.org/index.aspx) online program segitségével végezzik a
kromatogramok zajsziirését és egymashoz torténd illesztését.

9. A kapott adatmatrixbol készitsiink hasonlosagi fat a PAST 3 program segitségevel, a
gyakorlatvezetd Utmutatdsai szerint.

A Hosszheterogenitas-PCR (LH-PCR) az egyes génszakaszok illetve spacer régiok
természetes hosszvariabilitdsa alapjan valasztja el az egyes kozosségalkotokat (lasd
114. GYAKORLAT). Ehhez a T-RFLP-hez hasonldéan fluoreszcensen jeldlt primerrel
amplifikaljuk a célzott régiot, majd kapillaris elektroforézissel elvalasztva, 1ézeres gerjesztés
segitségével detektaljuk az egyes amplikonokat. A T-RFLP-hez hasonléan a kromatogram
egyes csucsai itt is megfeleltethetdek az egyes kozosségalkotd taxonokkal, s mennyiségi
aranyaik elvileg jellemzik a kozdsségen beliili részaranyokat. A modszer jol reprodukélhato,
szemikvantitativ ujjlenyomatot ad a kdzdsségekrdl. Az ,,in vitro” elemzés mellett a primerek
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kotési helyek ismeretében adott fajokhoz, torzsekhez szamitdégépes adatbazisok alapjan
megadhatoak az elméleti amplikonhosszok, de meg kell jegyezziik, hogy ennek a mddszernek
a filogenetikai felbontasa elmarad a T-RFLP-t6l.

114. GYAKORLAT
Baktérium- és gombakozosségek vizsgalata LH-PCR-rel

A vizsgélat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
kornyezeti mintak mikrobakdzosségeinek szerkezete
A vizsgalathoz sziikséges anvagok és eszk6zok

ko6zosségi DNS izolatumok

pipettak, steril hegyek

Eppendorf csovek, csotartok

10 x-es PCR puffer (kereskedelmi forgalomban kaphatd)

crcr

cre

Primerek
16S rRNS gén els6 szakaszara
HEX-27f primer: HEX-5' AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3'
534r primer: 5' ATT ACC GCG GCT GCT GG 3'
Bakterialis 16S és 23S rRNS-ek kozott elhelyezkedd ITS régiora
HEX-926f primer: 5' GGT TAA AAC TYA AAK GAA TTG ACG G3'
1151/23S primer: 5' CCG GGT TBC CCC ATT CGG 3'
Gomba 188 és 5,8S rRNS-ek kozott elhelyezkedd ITS1 régiora
HEX-ITS1F primer: HEX-5' CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTAA 3
ITS2 primer: 5' GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC 3'
1 U/ul Taq polimeraz
depcH>O
kémcsokevero (vortex)
mikrocentrifuga
PCR-késziilék
laboratoriumi mérleg
gélfuttato kad
agaroz
1 x TBE-oldat
DNS-festék
toltépufter
DNS molekulasuly Marker 100
formamid (molekularis biologiai célra alkalmas tisztasaga)
fluoreszcensen jellt molekulasily standard (pl. GeneScan™-500 Tamra)
ABI Prism™ 310 genetikai analizator (Applied Biosystems)
GeneMapper szoftver
T-Align szoftver (interneten elérhetd szerveren futd on-line alkalmazas)
PAST 3 szoftver
A vizsgélat menete
I.A kozosségi DNS izolatumokbol a kivant génszakaszt szaporitsuk a
104. GYAKORLAT 1-6. pontjainak Gtmutatasai szerint a fentebb megadott primerekkel. A
reakciok hoprofiljai a kovetkezdek:
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HEX-27f — 534r primer par esetén:

PCR reakcio Homérséklet Ido
Kezdeti denaturacid 98 °C 5 perc
Denaturacié 94 °C 30 mp
32 ciklus Annelécio 52°C 30 mp
Extenzid 72 °C 30 mp
Végso extenzid 72 °C 10 perc
Tarolas 4°C

HEX-926f — 1151/23S primer par esetén:

PCR reakcio Homérséklet Id6
Kezdeti denaturacid 98 °C 5 perc
Denaturacié 94 °C 30 mp
32 ciklus Annelécio 56 °C 1 perc
Extenzid 72 °C 1,5 perc
Végs6 extenzid 72 °C 10 perc
Tarolés 4°C

HEX-ITS1F — ITS2 primer par esetén:

PCR reakcio Homeérséklet Ido
Kezdeti denaturacid 98 °C 5 perc
Denaturaci6 94 °C 30 mp
32 ciklus Annelécio 52°C 30 mp
Extenzio 72 °C 1 perc
Végs6 extenzid 72 °C 10 perc
Tarolas 4°C

2. A PCR termékeket tisztitsuk meg etanol precipitacioval a 104. GYAKORLAT 6-
10. pontjai szerint.

3. A beszaritott terméket vegyiik fel 20 pl DEPC kezelt vizben.

4. Feliratozast kovetéen 600 pl-es ABI mintatarto csovekben 12 pl formamidhoz
mérjiink hozza a mintakbodl 0,5 pl-t, a molekulasuly standardbol pedig 0,3 pl-t. Vortexelés és
lepdrgetés utan denaturaljuk a mintdkat PCR-késziilékben 98 °C-on 5 percig. Ezutan 2 percre
helyezziik jégre.

5. A gyakorlatvezetd altal ismertetett modon hajtsuk végre a kapillaris elektroforézist
az ABI Prism™ 310 genetikai analizatorral.

6. A GeneMapper szoftverrel a gyakorlatvezetd utmutatdsai szerint elemezziik ki a
nyers futdsi adatokat, majd a kromatogramok csucsainak adatait exportaljuk Excel
tablazatba.

7. A T-REX (trex.biohpc.org/index.aspx) online program segitségével végezzikk a
kromatogramok zajszlirését €s egymashoz torténd illesztését.

8. A kapott adatmatrixbol készitstink hasonldsagi fat a PAST 3 program segitségével, a
gyakorlatvezeté itmutatasai szerint.

7.1.2.3 Molekularis klonozas

A kozosségi PCR termék — ahogy azt a korabbi gyakorlatok eredményei bizonyitottak
is — vegyes, tobb, sok fajbdl szarmazd amplikont tartalmaz. A kléntarak létrehozasa, a
molekuléris klonozas lehetdvé teszi egy kozosségi PCR termék amplikonjainak egyesével
torténd szétvalogatasat és egyedi vizsgalatat (lasd 115. GYAKORLAT). A klénozott
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szekvenciak bazissorrendjének elemzésével az egyes kozosségalkotok genetikai allomanyara
nézve nyerhetiink informaciot (a kozosségi PCR altal megcélzott genomi r1égiorol).
Természetesen a feldolgozas mélysége a klontar méretétol fiigg (altalaban par szaz, esetleg
ezer klon), ami nagysagrendekkel elmarad a PCR termékben levo amplikonok szamatol. A
klontar Osszetétele elvileg reprezentalja a PCR termékben levo amplikonok aranyait, igy
kozosségszerkezeti vizsgalatokra is alkalmas.

A kornyezeti mikrobiologiaban leggyakrabban alkalmazott klontar készitési eljaras
(71. abra) az ugynevezett TA-klonozas. Ennek sordn a 7ag polimeraz terminalis transzferaz
aktivitasa kovetkeztében a PCR termékek végeire szintetizalt tilnyuld adenin nukleotid
jelenlétét kihasznalva a PCR amplikonokat tulnyulo timin nukleotiddal rendelkez6 linearizalt
vektorokba ligaljuk ligaz, vagy topoizomeraz enzim alkalmazasaval. A gyakorlaton 1is
alkalmazott pGEM-T klonozé rendszer (Promega) esetében a vektorok ampicillin rezisztencia
gént hordoznak. Az inzerteket tartalmazo cirkularizalt vektorokkal kompetens sejteket
transzformalunk, majd ampicillin tartalmu szelektiv taptalajra szélesztve kinovesztjiikk a
vektorokat tartalmazo (ampicillin rezisztenciat hordozo) transzformalt sejteket. A vektor az
nzercios helyet magaba foglalo régioban egy B-galaktozidaz gént is tartalmaz, amely az inzert
bekotésével inaktivalodik. A transzformalt sejteket X-Gal (=BCIG: bromo-kloro-indolil-
galaktopiranozid) és IPTG (izopropil-B-D-thio-galaktoz) tartalmu taptalajon novesztve igy
lehetové valik azok kék-fehér szelekcioja (az ép pB-galaktozidaz gént tartalmazo telepek kék
bomlasterméket eredményezve bontjak az X-Gal-t).

(a) (b) (©) (d) (e) ®

Kornyezeti mintabol Az inzert DNS Kompetens sejtek  Transzformalt Inzert DNS Reprezentativ
szaporitott PCR- plazmid vektorba transzformacioja sejtek névekedése  szaporitasa klonok szelvencia
termek (inzert DNS) torténd ligalasa elemzase

SN
e
L — ! c D ——

71. abra A molekularis klénozas fébb 1épései

Napjainkban az jgeneracios DNS-szekvenalasi eljarasok a klonozas és szekvenalas
modszerének alternativajat jelentik. Ezeknél a nagy ateresztoképességii technikaknal ugyanis
lehetoség van a kevert PCR amplikon tobb ezer DNS molekulajanak egyszerre torténo
bazissorrend meghatarozasara, igy a vizsgalt mikorbakozosség Osszetételének részletes
feltérképezésére.

115. GYAKORLAT
Klontar létrehozasa Promega pGEM-T klonozo kit alkalmazasaval

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
kozosségi PCR termék amplikonjainak elvélasztasa
A vizsgalathoz sziikséges anvagok és eszkozok
kozosségi DNS izolatum
pipettak, steril hegyek
Eppendorf csdvek, csotartok
10 x-es PCR puffer (kereskedelmi forgalomban kaphato)
25 mM-os koncentracidoju MgCl oldat (kereskedelmi forgalomban kaphato)

= rer
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Primerek:
27f primer: 5' AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3'
1492r primer: 5' TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3'

1 U/ul Tag polimeraz

depcH>O

kémcsdkeverd (vortex)

mikrocentrifuga

96 lyukt PCR lemez lepdrgetésére alkalmas centrifuga

PCR-késziilék

laboratoriumi mérleg

gélfuttatd kad

agaroz

1 x TBE-oldat

DNS-festék

toltopuffer

DNS molekulastly Marker 3 (65. abra)

PCR-termék tisztito kit

LB-Ampicillin agarlemezek

izopropil-B-D-thio-galakt6z (IPTG) oldat

X-Gal oldat

ivegbot

42 °C-os vizfiirdd

37 °C-os razotermosztat

37 °C-os termosztat

jég

SOC tapleves

pGEM-T klonozo6 kit (Promega)

steril fogpiszkalo (~200 db)

96 lyuku PCR lemez ¢s fed6folia

A vizsgélat menete

1. A kozosségi DNS izolatumokbol szaporitsuk a 16S rRNS génszakaszt a
104. GYAKORLAT uatmutatdsai szerint, annyi valtoztatassal, hogy a PCR soran
alkalmazzunk 30 perces végsd extenziot. (Ez a PCR amplikon végeken tulnyuld adeninek
biztos megjelenéséhez sziikséges.)

2. A PCR termék tisztasagat és erdsségeét a tisztitds utan ismét ellendrizziik agardz
gélelektroforézissel a 103. GYAKORLAT alapjan. Csak erés és éles savot mutato PCR
termékkel dolgozzunk tovabb.

3. Feliratozast kovetden mérjiik dssze egy 200 pl-es PCR csében a ligdlo reakciot az
alabbi Osszetétel szerint:

Ligal6 puffer 5l
Vektor 1 ul
PCR termék 3ul
T4 ligaz 1 ul

Keverés utan inkubaljuk a reakciot 1 6ran at szobahdémérsékleten.

4. Feliratozast kovetden egy jégben lehiitott 1,6 ul-es Eppendorf csdbe mérjiink be
2 pl-t a ligdlo reakciobdl, majd adjunk hozza 50 pl kompetens sejt szuszpenzidt (a kit
tartozéka, tarolasa -80 °C-on). Gyenge pockolgetéssel keverjiik Ossze, majd helyezziik
20 percre jégre a transzformalo keveréket.

5. Ezt kovetden a sejteket tartalmazo csovet 50 masodpercre helyezziik be 42 °C-os
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vizflirdobe, majd 2 percre helyezziik vissza a jégre.

6. Pipettazzunk a transzformalt sejtekre 950 ul SOC taplevest, majd helyezziik masfél
orara 37 °C-os razétermosztatba (150 RPM-es keveréssel).

7. Szélessziink 3 LB-Ampicillin tdpagar lemez feliiletére tivegbottal 100 pul 100 mM-os
IPTG-t és 20 pl 50 mg/ml X-Gal-t.

8. A masfeél oras inkubaci6 utan a transzformalt sejtekbdl feliratozast kovetden 50, 100,
illetve 150 pl-t szélessziink az elékészitett LB-Ampicillin tapagar lemezekre, majd helyezziik
Oket 24 orara 37 °C-os termosztatba.

9. Feliratozast kovetden a kinétt telepek koziil a jol elkiiloniilé fehéreket pontozzuk at
friss LB-Ampicillin agarlemezekre steril fogpiszkalokkal. Koriilbeliil 1 cm-es tavolsagot
tartsunk az atpontozasok kozott. Az atpontozott telepek szdma fogja meghatarozni a
klontarunk méretét. A gyakorlat sordan egy darab 96 lyuku PCR lemezen folyik majd a
klontar feldolgozasa, ezért koriilbeliil 110 telepet érdemes atpontozni. Az atoltott telepeket
tartalmazd agarlemezeket helyezziik 24 oOrdra 37 °C-os termosztitba. Lényegében ezzel
létrehoztuk a klontarat, a tovabbi 1épésekben (konnyebben eltarthatd) DNS-t izolalunk a
klénokbol.

10. Egy 96 lyukl PCR lemez lyukjaiba steril fogpiszkaloval egyenként kenjiik bele az
atpontozott telepeket. Miutan mind a 96 lyukat megtoltottiik, mérjliink ra4 mindegyikre 50 pl
DEPC-kezelt steril vizet, és zarjuk le a lemezt fedéfoliaval.

11. Vortexeljiik a lemezt, majd roviden centrifugéljuk (1000 g, 30 masodperc).

12. A lemezt PCR késziilékben inkubdaljuk 5 percig 37 °C-on.

13. Vortexeljiik a lemezt, majd centrifugaljuk (2500 g, 3 perc).

14. A klontarbol izolalt DNS-t tovabbi felhasznalasig taroljuk -20 °C-on.

Az elkészitett kléntarat az adott kutatds kérdésfeltevéseinek fiiggvényében
tobbféleképpen is ,;rendezhetjiik”. Az egyes klonokban megtaldlhatdé inzertszekvenciak
csoportositasat és tovabbi vizsgalatat elvégezhetjiik példaul ARDRA elemzéssel, T-RFLP
analizissel, LH-PCR-rel, illetve bazissorrend elemzéssel. Amennyiben a klontar elkészitése
mellett az adott mintara (vagy kapcsolédé mintasorozatra) mondjuk kozosségi T-RFLP
vizsgalatot végeztiink, ugy az egyes klonokat is csoportosithatjuk, illetve azonosithatjuk T-
RFLP-vel, kdzvetlen megfeleltetést nyerve ezzel a klonok és a kozosségi T-RFLP mintazatok
egyes csucsai kozott. Az egyes klonok inzertjeinek bazissorrend elemzésével ekképpen az
egyes T-RFLP csucsokhoz pontos filogenetikai informaciot is rendelhetiink.

Mindegyik megkozelités elsd 1épése a vektorokba ligalt inzertszakaszok és az Oket
kozrefogod vektorrégiok PCR amplifikacidja vektorspecifikus primerekkel. Erre azért van
sziikség, hogy a tovabbi vizsgalatok soran a vektorokat tartalmazé sejtek genomi DNS-e ne
zavarja az elemzést. (Ha példaul bakterialis 16S rRNS génszakaszt ligaltunk be inzertként a
vektorokba, akkor a tovabbi feldolgozas soran alkalmazott inzertspecifikus — kvazi univerzalis
— primerek a transzformalt E. coli kompetens sejtek 16S rRNS génszakaszait is
amplifikalndk.) A vektorspecifikus primerekkel nyert PCR termékekre az eredeti inzertek
eldallitasahoz alkalmazott primerparral ezutan nested PCR-t végezhetiink, igy megkapjuk az
egyes inzertek tiszta formaban felszaporitott kopiait.

7.1.2.4 Amplikon szekvendldas NGS modszerrel

Az NGS modszerek (lasd 6.5.4 fejezet) alkalmasak a kozdsség tagjainak azonositasara
(taxonosszetétel meghatarozasa) és a vizsgalt €l0hely fajszaménak, diverzitasdnak becslésére
is (lasd 12.3 fejezet). Baktériumok esetében az ilyen vizsgalatok soran legaltalanosabban a
16S rRNS marker gént hasznaljak, a szekvenalasok sordn legaltalanosabban alkalmazott
eszkozok pedig az Illumina cég kiilonbozd szekvenald platformjai és reagensei. Ez estében a
maximalisan elérhetd szekvendlasi hossz (~400 nt), nemzetség szintli taxondmiai azonositast
tesz lehetdvé.
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Az eljaras soran alkalmazott fobb 1épések a kovetkezdk: DNS kivonasa a vizsgalt
mintakbol; PCR amplifikacio az adott taxonomiai marker gén(ek)re; tisztitas és kvanitifikalas,
valamint mintaspecifikus jelolés ¢és a szekvenalashoz sziikséges adapter szekvencidk
kapcsolédsa; a mintak egyesitése; szekvenalas (eldtte altalaban klonalis amplifikacio sziikséges
emulziés PCR-rel); a rossz mindségli szekvencia leolvasasok eltavolitasa €s egyéb mindségi
szlirések; a mintaspecifikus jelolés alapjan a kiilonbozé mintdkhoz tartozd szekvencidk
szétvalogatasa; primerek, adapter szekvencidk ¢és mintaspecifikus azonositok eltavolitasa;
bioinformatikai elemzések (taxonok azonositdsa, fajszam becslése, diverzitds indexek
szamolasa, a taxonelolszlas Osszevetése kornyezeti valtozokkal, stb.).

7.1.2.5 Filospecies homologia vizsgalat

Filospeciesnek nevezziik a filogenetikai vizsgalat legkisebb, tovabb nem oszthato
egységét. Ez a gyakorlatban egyedi DNS szekvencia leolvasast jelent, ami szarmazhat
torzsbol (7.1.2 fejezet), vagy kornyezeti klonbol (klontar tagja, kivagott DGGE sav stb.,
7.1.2.2 fejezet). A legaltalanosabb cél a homologia vizsgalat soran a taxondmiai azonositas, €s
a legaltalanosabb ilyen céllal vizsgalt gén a 16S rRNS gén. Az Gjonnan szekvenalt génszakasz
azonositdsa referencia adatbazisok (pl. EzTaxon, http://www.ezbiocloud.net/eztaxon)
segitségével torténhet. Ennek sordn a tipustorzsekkel torténd Osszevetés széazalékos
hasonlosagi értékeket eredményez. Baktériumoknal a teljes 16S rRNS génre vonatkozdan a
kiilonboz6 taxonszinteknél az alabbi értékek tekinthetdk altalanosnak: 97% faji hatar, 95%
nemzetség hatar, 86% csalad-szintli hatar, 75% phylum-szintli hatar. Ezen értékekek
figyelembe vételével azonosithatjuk a vizsgalt torzset, illetve kornyezeti klont.

Hasonlosagi vizsgalatokat végezhetiink mas gének, illetve nem kodolo régidk alapjan is,
tovabba részletesebb elemzésekkel is pontosithatjuk egy adott filospecies/taxon leszarmazasi
viszonyainak tisztazasat (lasd 12.4 fejezet).

7.2 Anyagcsere diverzitast és aktivitast vizsgalo eljarasok

7.2.1 Kozosségi enzimprofil/szubsztratbontasi vizsgalatok

Kornyezeti mintakban jelenlévé mikrobakdzosségek funkciondlis diverzitdsanak
becslésére — az egyes fajok tenyésztése nélkiil kdzvetleniil, a mikrobakozosségek szénforras
hasznosito képességének tesztelésével — alkalmazhatok a baktériumok gyors identifikacigja
céljabol kifejlesztett BIOLOG™ (Hayward, California, USA) mikrotiter lemezek (lasd
116. GYAKORLAT). A BIOLOG GN2, GP2 stb. mikrotiter lemezek 95 kiilonféle szénforrast
(polimereket, szénhidratokat, karbonsavakat, aminosavakat, aminokat, amidokat stb.) és
oxidalt allapotu, szintelen tetrazolium-ibolya redox-indikatort tartalmaznak (73. 4dbra). Az
aerob mikrobialis szerves szubsztrat oxidacidt kovetd elektrontranszport soran a tetrazolium
festtk mesterséges elektron-akceptorként szolgal, és vizben oldhatatlan, bibor szinii
formazanna redukalodik, a szinvaltozas pedig kolorimetridsan értékelhetd (73. dbra). A GN2
mikrotiter lemezek szénforrds spektruma elsdsorban a Gram-negativ, mig a GP2 lemezek a
Gram-pozitiv szervezetek azonositasat teszik lehetdvé a mikroorganizmusok egyediili
szénforrds hasznositdsi mintdzatdnak az adatbdzisban taldlhatdé mintdzatokkal vald
egybevetésével (>1000 baktérium taxon). A 90-es évektél megjelent koézlemények arrdl
tanuskodnak, hogy a kutatok tobbsége a kdzosségi analizisekhez is GN2 mikrotiter lemezeket
hasznal annak ellenére, hogy a BIOLOG Inc. a kozosségi mintazat elemzés céljara
kifejlesztett egy un. EcoPlate™ lemezt, ami haromszoros ismétlésben tartalmaz 31, kozottiik
kornyezeti mintdkban is el6fordulo szénforrasokat (pl. ndvényi gyokér exudatumokat).

A BIOLOG lemezek eredeti felhasznalési teriiletébdl, vagyis a baktériumok gyors

crer

nem tikrozik a természetes Okoszisztémakban altalanosan el6forduld és a mikrobak szamara

181


http://www.ezbiocloud.net/eztaxon

szén ¢és/vagy energiaforrasként szolgdlo szerves anyagokat. A szénforrasok ilyen
spektrumdnak alkalmazédsaval tehat nem nyerhetiink betekintést az adott mikrobakdzosség
tényleges ,,in situ” funkcionalis diverzitdsaba, de alkalmas kiilonboz6 éldhelyek mikrobidlis
aktivitdsainak kvantifikaldsara (pl. Osszaktivitds, atlagos szinfejlodés mértéke), a
mikrobakdzosségekre jellemzd ,,anyagcsere ujjlenyomat” meghatdrozasara ¢€s statisztikai
elemzésére (pl. fokomponens elemzeEs), az anyagcesere aktivitas valtozasainak idébeni nyomon
kovetésére ¢€s az ¢lohely mikrobidlis aktivitdsaban jelentkez0 térbeli eltérések
feltérképezésére.

116. GYAKORLAT
Kozosségi szénforras értékesités vizsgalata BIOLOG mikrotiter lemezekkel

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
kornyezeti mintak mikrobakdzosségei
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
BIOLOG GN2 mikrotiter lemez
steril miianyag edény (,,valyu”)
steril viz vagy fiziologids sdoldat kémcsdben
pipetta, steril pipettahegyek
kémcsokeverd (vortex)
termosztat
turbidiméter
optikai denzitds mérésére szolgalo késziilék (ELISA reader)
A vizsgalat menete

1. A BIOLOG lemezen jeloljiik feliratozdssal a minta tipusdt és a vizsgalat
megkezdésének idopontjat.

2. Ha sziikséges készitsiink a kdrnyezeti mintabol steril viz vagy fiziologias séoldat
felhaszndlasaval a GN-NENT standardnak megfeleld stiriségli szuszpenzidt. A szuszpenziok
megfeleld denzitas értékét turbidiméter segitségével allitsuk be.

3. A kb. 20 ml térfogati mintat vagy higitott szuszpenziot Ontsiik steril miianyag
edénybe, majd pipetta segitségével mérjiink 150-150 pl-nyi mennyiséget a BIOLOG lemez
mind a 96 csovecskéjébe. Ugyeljiink arra, hogy pipettizas sordn csak résnyire nyissuk ki a
lemez tetejét.

4. A beoltott lemezt helyezziikk a kornyezeti minta eredeti homérsekleti értékével
megegyez0 homérsékletii termosztatba.

5. A szubsztratum hasznositast mutatd abszorpcid értékeket ELISA Reader
(Labsystems Multiscan PLUS) segitségével ODsqg értéken olvassuk le 1, 3, 6, 12, 24, 48, 72,
96 ¢és 120 ora elteltével. A pozitiv reakciot (az adott szénforras értékesitését) a
csOvecskékben 1év6 indikator bibor sziniivé valasa jelzi. Ennek mértékét a kontrollhoz (A1)
viszonyitott szamértek (abszorpcio kiilonbség) nagysaga hatarozza meg.

6. Hatarozzuk meg ¢és 4abrazoljuk grafikusan a mikrobakozosségek szubsztratum
hasznositasara utalo atlagos szinfejlédés mértekét [AWCD = Z - 1, 95y (Ri—=C)/95; ahol C a
kontroll cs6ben (A1) mért abszorpcid érték; R az i-edik csOben (A2-H12) mért abszorpcio
értek] 1, 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 és 120 oras inkubécio elteltével. Tobb minta egyidejii
vizsgéalata esetén a mintdkat a mikrobidlis Osszaktivitds (valamely mintaban mért, a
szubsztratumok hasznositdsdbol eredd abszorpcios értékek Osszege), az értékesitett
szubsztratumok tipusa, és a kiillonb6z6 mintak kozdsségi-szintli mikrobidlis szénforras
értékesitési mintdzatanak tobbvaltozds adatelemzése [pl. fOkomponens (PCA) vagy
hierarchikus cluster analizis] alapjan hasonlithatjuk dssze.
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Kornyezeti  mintakban  megtaldlhatd  baktériumkozosségek — Osszetételének
meghatarozasa (lasd 7.1.2 fejezet) mellett, fontos informéciot jelenthet a mintakban lezajlo
egyes enzimatikus folyamatok nyomon kovetése is. Szalma komposztdldsa soran erre
lehetdséglink nyilik pl. a novényi sejtfal lebontdsanak vizsgéalatdval, vagyis a
mikroorganizmusok altal termelt hemicelluldzok, vagy xilanazok aktivitasanak mérésével
(lasd 117. GYAKORLAT). A gyakorlat soran a mintahoz xildn-oldatot adunk, és a mintakat a
xilandzoknak megfeleld hémérsékleten inkubaljuk. A xilan-oldat hozzaaddsara azért van
sziikség, mert a xilandz enzimek szdmdara az oldott xildn konnyebben hozzaférhetd, mint a
szalméban jelen levd polimer. A reakcid soran xil6z monomerek szabadulnak fel, amiket a
narancssarga szinlt DNSA-reagens (3,5-dinitroszalicilsav) 100 °C-on oxidal, mikdzben bordo
szinli 3-amino-5-nitroszalicilsavva redukalodik. Ez utébbi koncentracioja abszorbancia-
méréssel meghatarozhat6d, amibdl a kiinduldsi minta mennyiségét ismerve kiszamolhatd az
enzimaktivitas.

117. GYAKORLAT
Xilanaz aktivitas mérése kornyezeti mintabol

A vizsgalat targya
szalma-komposzt

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
laboratoriumi mérleg
szaritoszekrény
razotermosztat
vizfiirdé
spektrofotométer
pipettak, steril pipettahegyek
Eppendorf csovek, csotartok
0,2 M Na-acetat puffer (pH: 5,0)
4 mg/ml xilan oldat
1%-0s DNSA-reagens
xil6z higitasi sor

A vizsgélat menete

1. Mérjlink ki a vizsgalni kivant komposztalt szalmamintabol kb. 1 g-ot a mintanévvel
eldre feliratozott Falcon-csdbe.

2. Mérjiink ra 10 ml xilan-oldatot, és jol razzuk 6ssze a Falcon-csovet.

3. Par perc varakozéas ¢€s ismételt Osszerazas utan mérjiink ki 300 pl-t az oldatbol
Eppendorf csébe. Az Eppendorf csovet tegyiik 4 °C-os hiitébe. Ez lesz a kiindulasi kontroll
minta.

4. A Falcon-csében 1évé mintat inkubaljuk 45°C-on 2 6ran keresztiil razo-
termosztatban, hogy a mintdban 1év6 xilanazok bonthassék a xilant.

5. Az inkubdci6 utan ismét mérjiink ki 300 pl-t az oldatbol egy 0j Eppendorf csdbe.

6. Az inkubacio elején (kiindulasi kontroll) és végén kimért 300 pl-nyi oldatokhoz
mérjlink hozza 450 pl narancssarga szinli DNSA-reagenst.

7. Tegyiik az oldatokat 5 percig forr6 (100 °C-os) vizfiirddbe, majd hiitsiik le.

8. Spektrofotométerben 480 nm-en mérjik meg a keletkezett 3-amino-5-
nitroszalicilsav abszorbancidjat. Ehhez haszndljunk desztillalt vizzel 10 x-esére higitott
mintakat. A spektrofotométer nulla értékre valo beallitasdhoz (,,vakolas”) desztillalt vizzel
10 x-esére higitott DNSA-reagenst alkalmazzunk. A mintdk 2 6ra utdn mért abszorbancia
értékeébol vonjuk le a kezdeti abszorbancia értéket.

9. Készitslink kalibral6 egyenest xiloz higitasi sorbol. Ehhez végezziik el a 6-
8. pontokat az eldre elkészitett xiloz higitasi sorokkal. Majd a kapott abszorbancia értékekre
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illessziink egyenest.

10. A 8. pontban kapott értékeket a kalibralo egyenes segitségével szamoljuk at
cukorkoncentraciora.

11. A mintakat szaritoszekrényben 105 °C-on szaritsuk tomegalland6sagig.

12. Végiil a 10. pontban kiszamolt koncentracié és a minta szarazanyagtartalma alapjan
szamoljuk ki az enzimaktivitast, melyet a kovetkezOképpen definidlunk: egy egységnyi
enzimaktivitas az az enzim mennyiség, amely a xilanbol 1 perc alatt 1 mol xilozt szabadit fel
1 g szérazanyag tartalmt szalma-komposztra vonatkoztatva.

7.2.2 Anyagcsere gének vizsgalata

Bizonyos anyagcsere képességeket vizsgalhatunk az adott anyagcsereutban szerepld
fehérjéket kodold gének célzott kimutatasaval vagy altalanos sejtaktivitast jelzd fehérjék
vizsgalataval [pl. PCR alapti médszerekkel (1asd 7.1.2 fejezet), vagy hibridizacioval]. Egy gén
megléte a genomban természetesen még nem jelenti azt, hogy megfeleld fehérje is keletkezik

a sejten belill, igy kimutatasukkal csak kdzvetett informaciot nyerhetiink az adott funkciorol.

9. tablazat Anyagcsere aktivitas vizsgalatok és filogenetikai elemzések soran hasznalt néhany
anyagcsere gén/genomi régio

Genomi régio

Kddolt fehérje/enzim

Fobb jellemzok

cpeB(A) fikoeritrin fikobiliszoma fehérjé(ke)t kodold gén, csak
cianobaktériumokban és vordsmoszatokban fordul
el
cpcBA-1GS fikocianin (operon) fikobiliszoma fehérjéket kodolo gén, csak
cianobaktériumokban és vordsmoszatokban fordul
el
psbA a II. fotorendszer néhany algaban tobb, egymastol eltérd
D1 fehérjéje bazissorrendii valtozatban fordul el
rbeL a RuBisCO nagy a CO»-fixacio egyik kulcsenzimének alegységét
alegysége kodold gén, laterdlis géntranszfer az egyes
csoportok kozott
rpoCl DNS-fliggd RNS prokaridtakban csak egy kopidban taldlhatdo meg
polimeraz
amoA az ammonia- az ammonia-oxidacid sebesség-meghatarozo
monooxigenaz A 1épését kodolo fehérje egyik alegysége
alegysége
nirS citokrom cd; tipust a denitrifikacio egyik kozti Iépéséért felelds enzim,
nitrit-reduktaz két tipusa koziil egy tdrzson beliil csak az egyik
nirK réz tartalmu nitrit- fordul eld, lateralis géntranszfer az egyes
reduktaz csoportok kozott
nosZ dinitrogén-oxid- a denitrifikacid utolso 1épéséért felelds enzim, nem
reduktéaz minden denitrifikdlo szervezetben taldlhatdo meg
dsrAB disszimilatorikus szulfat-redukald baktériumokra jellemz6
szulfit-reduktaz
nifH a nitrogenaz enzim II

a gyorsan novo Rhizobiumoknal plazmidon, a

ko.m.p onens,e lassan n6vO Rhizobiumoknal a kromoszéman
(dinitrogenéz- helyezkednek el
reduktaz) y
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nodD a nodulacid
(glimoképzodés) elsod
1épésében szerepld
fehérje
catA katekol-1,2-dioxigendz monoaromads szennyezok lebontasaban részt vevo
fehérjét kodolo gén egyik alegysége

Egy 1épéssel kozelebb keriiliink a valodi aktivitds kimutatdsdhoz, ha vizsgéalatainkat
RNS alapon végezziik, azaz a sejtben megtalalhat6 mRNS-t vizsgaljuk, hiszen ebben az
esetben a gén atirdddsa mar jelez egyfajta lehetdséget. S6t az mRNS mennyiségébol
kovetkeztethetiink arra is, hogy a vizsgalt aktivitas mennyire kifejezett (tobb mRNS kopiarol
tobb fehérje irddhat at). Ehhez azonban fontos tudnunk azt, hogy az 6sszehasonlitani kivant
csoportok esetében az adott gén azonos (vagy legalabb hasonld) kopiaszamban fordul-e eld a
genomban.

Szerencsés esetben ezek az anyagcsere gének (9. tablazat) filogenetikai informéciot is
hordoznak, és az aktivitas Osszekdthetd példaul egy adott kornyezet taxondiverzitasanak
(fajgazdagsaganak) felmérésével. Az anyagcsere gének esetében a fehérje kodszotar
degeneraltsaga miatt (egy aminosavat altaldban tobb triplet is kodol), ezek a gének a
filogenetikai vizsgalatoknal altaldnosan hasznalt 16S rRNS génjénél (lasd 6.5.2. fejezet)
valtozatosabbak, ezért finomabb felbontdsu 0sszehasonlitdsokra adnak lehetdséget (pl. kozeli
rokonok). Egyes esetekben azonban laterdlis géntranszfer fordul eld, vagyis a
gének/génklaszterek tavoli rokon taxonok kozott adodnak at. Ilyen esetekben az anyagcsere
gének alapjan végzett filogenetikai elemzéseknél kiilonds koriiltekintekintéssel kell eljarnunk.

7.3 Molekularis eljarasok a diagnosztikai és kornyezeti mikrobiologiaban

7.3.1 ’Shotgun’ metagenomikai elemzések

Az NGS modszerek (lasd 6.5.4 fejezet) lehetdséget adnak egy kozosség teljes
génkészletének a meghatarozasara is. Ebben az esetben nem egy taxondmiai marker gén
(legéltalanosabban a 16S rRNS gén) vizsgalata zajlik, amivel csupan a mintdban eléfordulo
taxonok azonositdsa lehetséges, hanem a kozdsségi génkészlet alapjan a gének altal kodok
fehérjék (funkciok) révén a kozosségre jellemzd anyagesere tulajdonsagok, rezisztenicia €s
adaptacios mechanizmusok stb. becsiilhetdk. Ez az un. metagenomikai megkozelités, ami azt
jelenti, hogy a vizsgalt minta teljes genetikai alloméanyat tanulméanyozzuk. Megjegyezziik,
hogy metagenomikai vizsgalatok kivitelezésére az NGS moddszerek térhoditasa eldtt is volt
lehetdség, azonban a Sanger szekvenaldssal végzett metagenomikai elemzések nagy
koltségvonzata nem tette lehetdvé nagyszamu minta feldolgozasat.

A metagenomikai elemzéseket altalaban ’shotgun’ szekvenaldssal kombinaljak. Ennek
soran a kozosségi DNS-t olyan méretli darabokra torik (fragmentaljak), ami a szekvenald
platform szdmara legmegfelelobb bemeneti DNS méretet jelent. Ez a fragmentalas
enzimatikus és fizikai mddszerekkel is megvaldsithatd. A fragmentumok (DNS darabok)
szekvenalasat kovetden az atfedd szakaszok alapjan hosszabb DNS szakaszokat allitanak el6
bioinformatikai mddszerekkel. A gének azonositdsa sordn (annotacid) feltdrul a kdzosségre
jellemz6é funkcionalis potencial, vagyis az, hogy milyen fehérjék kifejezOdésére van
lehetdség, azok a fehérjék (enzimek) milyen vegyiiletek atalakitasat végezhetik, milyen
adaptacios folyamatokban jatszhatnak szerepet stb.

Az NGS modszerek ateresztoképességének tovabbi novekedésével lehetové valt un.
MAG-ok (metagenome-assembled genome; metagenom-alapjan megszerkesztett genomok)
létrehozasa. Egy-egy mintabol akar néhany tucat bakteridlis genom 1is teljesen
rekonstrudlhato, vagyis a tenyésztés megkeriilésével lehetdség nyilik a baktériumok genom
alapu jellemzésére. Ennek kiilondsen az eddig nem tenyésztett csoportok ¢€léhelyiikon
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betoltott szerepének felderitésében van jelentdsége. Példaul egy csillos szulfat-redukald
baktérium genom-szinten jellemezheté MAG alapjan, ha a dsrd (disszimilatorikus szulfit-
reduktdz fehérje A alegységét) és fliC (flagellin fehérjét kodold) géneket egylittesen
tartalmazza a genomja, anélkiil, hogy mikroszkopban latnank a csillokat vagy teszteltiik volna
a baktérium szulfat-redukald képességét. Ne feledjiik azonban, hogy genomikai alapokon
csupan predikciok tehetdk, hiszen nem lehetiink biztosak abban, hogy az adott enzim/fehérje
tényleg funkcidképes-e, tényleg kifejezddik-e a vizsgalt a kornyezetben (nem is beszélve
arrol, hogy akér olyan reakciot is katalizalhat, amit eddig még nem irtak le az enzim
esetében).

7.4 Fluoreszcens in situ hibridizacio

Fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) sordn a sejtek RNS-éhez a sejten beliil, a
térszerkezetiiket és altalaban a térbeli elhelyezkedésiiket is megorizve, fluoreszcens festékkel
jelolt taxon-specifikus, 15-20 nukleotid hosszusagi oligonukleotidokat kapcsolnak. A
célmolekula altalaban riboszomalis RNS (prokariotak esetében a 16S, eukaridtdknal pedig a
18S rRNS). A préba kiilonbozd specifitast lehet: faj, nemzetség, csalad, domén. Léteznek
mRNS-ekre €s ezaltal anyagcsere aktivitasra specifikus eljarasok is.
¢lébevonaton) beliili térbeli helyzetiik megoérzése mellett filogenetikai €s mennyiségi
informacidhoz is juthatunk. A matrixban (pl. poliszaharidok, dsvanyi szemcsék) vagy a
sejtekben talalhatd kiilonboz6 anyagok (pl. pigmentek) autofluoreszcencidja azonban
erdteljesen elfedheti a proba jelét. Ilyen esetekben kiilonleges, pl. jelerdsitési technikékat
alkalmaznak. Ennek egyik formaja, hogy a probahoz enzimet (torma-peroxidazt) kapcsolnak,
ami a célsejten belill szubsztratjaval reagalva fluoreszcensen aktiv terméket hoz létre (egy
enzim tobb szubsztratum molekuldval reagal).

186



8 GYORSDIAGNOSZTIKAI ELJARASOK

A mikrobioldgidban hasznélatos gyors identifikacios modszerek lehetdvé teszik, hogy
24-48 o6ra alatt (esetenként ennél is gyorsabban) a baktériumok tiszta tenyészetének
vizsgalataval elvégezziik bizonyos taxondmiai csoportokban az adott baktérium
identifikacidjat  (azonositasat). FEhhez elére  gyartott tesztcsikokat/tesztlemezeket
haszndlhatunk. A multitesztek inokulaldsat és termosztalasat kovetéen a leolvasott
eredményeket altaldban szdmitogépes adatbazisokkal Osszehasonlitva torténik a vizsgalt
szervezet faji szintli azonositasa. A gyorsdiagnosztikai eljardsok hatranya, hogy adatbazisaik
nem tartalmazzak az 6sszes ismert baktérium taxont (gyakran elsdsorban kortani szempontbol
fontos csoportokkal foglalkoznak), ezért el6fordulhat, hogy pl. a kérnyezeti mintdkbol izolalt
baktériumtdrzsek pontos azonositdsa nem lehetséges. Ugyanakkor a gyorsdiagnosztikai
eljarasok elonye, hogy altaluk szamos teszt (pl. kiillonbozd szénforrasok értékesitésének
vizsgalata, biokémiai reakciok tesztelése) egyidejli, gyors elvégzésére nyilik mod.

Az API gyorstesztnek szdmos valtozata létezik, pl. APIS0CH — 50 kiilonb6z6
szénforrds hasznositdsanak vizsgdlatara, API20NE — a nonenteralis baktériumok
meghatdrozasara, = APIZYM  —  enzimatikus  aktivitdsok  tesztelésére  (lasd
118. GYAKORLAT). A gyartdo altal forgalmazott miianyag csikok szaraz formaban
(liofilizalva) tartalmazzédk a mikrobdk enzimaktivitdsanak és cukorbontdsi képességének
vizsgalatahoz sziikséges szubsztratumokat. A vizsgélatok soran a tesztcsikokat a baktériumok
tiszta tenyészetébdl készitett szuszpenzioval inokulaljuk, ami egyuttal biztositja a
szubsztratumok rehidratalasat is. Az inkubacids 1d6 elteltével a teszteredményeket az
anyagcsere végtermékeket indikatorok szinvaltozdsa (szénhidratok esetén pl. metilvords
indikator), vagy megfeleld reagensek hozzdadasa utani szinvaltozas jelzi (72. dbra).
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72. abra API ZYM teszt eredménye kiilonb6z6 baktériumtorzseken 6 éras 37 °C-on torténé
innkubaciot kovetéen (Fotd: Toth E.)

118. GYAKORLAT
API gyorsteszt alkalmazasa a bakterialis diagnosztikaban

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
Escherichia coli ferde tenyészet
ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron
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A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
API tesztesikok ¢és tarolok
pipetta, steril pipettahegyek
fiziologias sooldat szuszpenzid készités¢hez
kémcsoékeverd (vortex)
optikai denzitds mérésére szolgalo késziilék (ELISA reader)
Gram pozitiv és Gram negativ bakteridlis OD standard
steril vattatamponok
termosztat
A vizsgélat menete
1. A baktériumok ferde tenyészetébdl készitsiink megfeleld stirliségli szuszpenziot
steril vattatamponok segitségével. Ne felejtsiik el a csovek és késdbbiekben a tesztcsikok
preciz feliratozasat!
2. Ennek a szuszpenzionak 1 ml-ével inokulaljuk az idikatort tartalmaz¢é tapfolyadékot.
3. A tarol6 doboz mélyedéseit toltsiik fel steril desztillalt vizzel.
4. Az inkubalas homérséklete és ideje a teszt tipusatol €s baktériumtorzstol fiiggden
valtozhat, ezért ezt mindig a gyakorlatvezet6 hatarozza meg.
5. Az inkubacios 1d6 leteltével olvassuk le a teszteredményeket és hasonlitsuk Ossze
eredményeinket az irodalmi adatokkal.

A BIOLOG gyorsidentifikacios rendszer 95 kiilonb6zé szénforrds egyidejii
bakterialis oxidacidjanak vizsgalatan alapul (lasd 119. GYAKORLAT). A teszt eredménye az
adott mikroorganizmus egyfajta "anyagcsere ujjlenyomata". A mikrotiter lemezek dehidralt
formaban tartalmazzak a szénforrdsokat, valamint tetrazolium-ibolya festéket, amely
segitségével a szénforrdsok bontisanak képessége detektalhatd: a tetrazolium redoxfesték
redukalédva biborszinli formazannd alakul, ami egyben jelzi a szerves szubsztratum
oxidalodasat (73. abra). A baktériumok faji szintli azonositdsdt a mikrotiter lemezeken
kialakult szénforras hasznositasi mintdzat alapjan szamitdégépes adatbazis segiti.
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73. abra Gram-negativ Biolog mikroplate 24 éras, 37 °C-on inkubaciét kovetoen (Foto: Toth E.)

119. GYAKORLAT
BIOLOG gyorsteszt alkalmazasa a bakterialis diagnosztikaban

A vizsgalat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Escherichia coli ferde tenyészet
ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron
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A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
BUGM tapagar lemez
oltokacs
Bunsen-¢ég6
20 ml-es steril fizioldgias sdoldat
steril vattatampon
oltovalyt
pipetta, steril pipettahegyek
kémcsokeverd (vortex)
turbidiméter
BIOLOG standard oldatok
optikai denzitds mérésére szolgalo késziilék (ELISA reader)
termosztat

A vizsgélat menete

1. A vizsgalni kivant baktériumtenyészetbdl oltdkacs segitségével végezziink leoltast
(stirlin cikk-cakk vonalban) BUGM tépagar lemezek feliiletére, ne felejtsiink el mindent
precizen feliratozni

2. Helyezziik a fert6zott tapagarlemezeket 16-24 6rara 28 °C-os termosztatba.

3. Az inkubaciot kdvetden a tapagar lemezeken fejlodott baktériumtenyészetbol steril
vattatampon segitségével, 20 ml-nyi fiziologias sooldat felhasznalasaval készitsiink
szuszpenziot (vigyazzunk arra, hogy a szuszpenzioba ne keriiljon tapagar darab).
Kémcsokevero segitségével homogenizaljuk a mintat, és allitsuk be a szuszpenzid megfeleld
denzitasat turbidiméter segitségével a bakteridlis OD standardok alapjan. Ehhez hasznaljuk a
BIOLOG rendszer megfeleld standard oldatat. A transzmittancia szintnek 53-59%-o0s érték
kozé kell keriilni, ami koriilbeliil 3x10® sejt/ml koncentracionak felel meg.

3. Ontsiik a sejtszuszpenzidt steril milanyag edénybe (oltovalya), amibdl pipetta
segitségével mérjiink 150-150 pl-nyi mennyiséget a BIOLOG lemez minden egyes
csOovecskéjébe.

4. A mikrotiter lemezeket inkubaljuk 35 °C-on.

5. A szinvaltozads mértékét 4 és 24 ora elteltével is olvassuk le ELISA leolvaso
segitségével. A pozitiv reakciot a csdvecskékben 1€v6 indikator bibor szinlivé vélésa jelzi. Az
adott szénforrds hasznositasara utald szinvaltozas mértékét a kontrollhoz (az A1 pozicidban
1év6 csovecskéhez) viszonyitva értékeljiik.

A matrix asszisztalt 1ézer deszorpcid/ionizacio (MALDI) az egyik legérzékenyebb
tomegspektrometrias (MS) modszer, amely lehetové teszi ionok képzddését (elsdsorban
fehérje, peptid ¢és oligonukleotid) molekulakbol. A MALDI-TOF tomegspektrometrias
elemzés soran a minta ionizalodik, az ionok a tdmeg/toltés (m/z) értékkel aranyos repiilési ido
(time-of-flight, TOF) alapjan szeparalodnak, majd detektdlodnak (74. dbra). Az analizishez a
megfeleld matrix kivalasztasa elengedhetetlen. (Altaldban olyan, kénnyen ionizalédo, kis
moltomegl, relative illékony vegylilet, amelynek UV-ben vagy infravords tartomanyban
abszorpciés maximuma van. Tobbnyire aromds vegyiiletek, pl. szinapinsav,), hiszen a
spektrum mindségét a matrix nagymértékben befolyasolja.

Gyorsdiagnosztikaban vald felhasznalasanak alapjat az intakt sejteken végezhetd
vizsgalat jelenti. Az elsdsorban fehérjékbdl szdrmazoé nagy tomegli ionok MALDI
segitségével gyorsan és direkt modon detektdlhatok. A baktériumtenyészet jellemzése ily
modon olyan komplex ujjlenyomatokon alapul, melyek taxononként kiilonbozéek. A
spektrumokban egyes taxonok esetében elkiilonithetk nemzetség, faj vagy akar torzs-
specifikus csucsok is, amelyek lehetdvé teszik az adott mikroba azonositasat. A rendszerezés
alapfeltétele a spektrumok reprodukalhatosaga, amely azonos tenyésztési és vizsgalati
feltételek mellett valosul meg.
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74. abra A MALDI-TOF MS elvi sémaja

Az intakt sejt MALDI-TOF MS napjainkban egyre elterjedtebben hasznalatos a
mikroorganizmusok jellemzésében, mivel a technika gyors, érzékeny, egyszerli minta-
elokészitést igényel, és alkalmas a baktériumok nemzetség, faj, vagy akar torzs szintli

elkiilonitésére is.
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9 MIKROBIALIS KORNYEZETALLAPOT ELEMZESEK

9.1 Felszini vizek, szennyvizek mikrobiologidja, higiénés ellenérzése

A természetes vizekben el6forduld baktériumokat altalaban harom nagy csoportba
Chromobacterium, Flavobacterium fajok), talajbaktériumokra (pl. Bacillus, Streptomyces,
Aerobacter tajok) és (fekalis) szennyezddést jelzé mikroorganizmusokra (pl. Escherichia coli,
Streptococcus faecalis, Clostridium welchii).

A természetes vizek bakterioldgiai mindségét kiilonféle (pl. higiéniai vagy élelmiszer-
mikrobiologiai) szempontbol vizsgalhatjuk. Hazankban a természetes vizek pl. felszini vizek
vagy fiirdovizek Dbakteriologiai mindsitése az erre a célra kijelolt akkreditalt
laboratoriumokban szabvanyos eljarasok (pl. MSZ 12749:1993, MSZ 13690/2:1989) szerint
torténik. Az ivoviz mindségi  kovetelményeit és  ellendrzésének modjat a
201/2001. kormanyrendelet szabalyozza.

A higiénés gyakorlatban a viz mindsitésére olyan indikator szervezeteket hasznalnak,
amelyek jelenléte arra utal, hogy a viz esetleg human patogénekkel is fertdz6dott. Az
indikator szervezetnek az alabbi tulajdonsagokkal kell rendelkeznie:

— mindenfajta viz (pl. csapviz, folyoviz, talajviz, iidiilési és pihenési célokat szolgalo

viz, tengerviz, szennyviz) jellemzésére alkalmasnak kell lennie;

— az indikéator mindentitt legyen jelen, ahol enteralis patogének jelen lehetnek;

— az indikator szervezet ne legyen obligat patogén;

— az indikétor az enteralis patogéneknél hosszabb tilélési idovel legyen jellemezhetd;

— az indikator a fert6zott vizben ne szaporodjon;

— a fertdzott vizmintaban 1évd indikéator szervezet mennyisége mutasson kozvetlen

Osszefliggést a fekalis szennyezO0dés mértékével,

— az indikétor kimutataséara szolgdlo vizsgalatnak nagy specificitast kell mutatnia;

—az indikator kimutatasara szolgald tesztmodszer legyen konnyen kivitelezhetd.

A koliform szervezetek (pl. E. coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae),
az Enterobacteriaceae csalad tagjai és kitlind indikator szervezetek. A higiénés gyakorlatban
azokat a fakultativ anaerob, Gram negativ, endospérat nem képezd, palcika alaka
baktériumokat nevezziik koliformoknak, amelyek a lakt6zt 35 °C-on sav és gazképzés mellett
48 oran beliil fermentdljadk. A melegvérii él6lényektdl szarmaztathatd Escherichia coli
kimutatasaval a viz (illetve barmely vizsgédlt anyag) fekalis szennyezettségét
valdszintisithetjiik.

A koliform szervezetek kvantitativ jellemzésére a kolititer és a koliszam értekek
szolgalnak. Kolititernek azt a legkisebb vizmennyiséget nevezziik, amelybdl tenyésztéses
eljarassal koliform szervezetet még kimutathatunk. A koliszam (koli-index) pedig a 100 ml
vizbdl kitenyészthetd koliform baktériumok szamat jelzi.

A koliform szervezetek gyors elkiilonitésére, a koliszam meghatarozasara tobbféle
differencidl6 taptalajt alkalmazhatunk (1asd 120. GYAKORLAT és 121. GYAKORLAT). Az
eozin-metilénkék taptalaj az egyik legkivalobb differencidld taptalajunk. Hatasa azon
alapszik, hogy a laktozt bontd baktériumok esetében a képzddd sav az eozint kicsapja, a
csapadékot a taptalajban 1évé metilénkék megfesti, ezaltal a baktériumtelepek valtozo
arnyalatt lilas-kékes elszinezddést mutatnak. A taptalajban 1év6 szahar6z a kiséré mikrobiota
novekedését segiti, de ezen tul a telepeknél a festékek gatlo hatasa is érvényesiil. Az endo-
agarban 1év6 sotétvords szinll bazikus fukszint Na-szulfittal elszintelenitjiik. A laktozerjesztés
soran annak egyik koztiterméke, az acetaldehid a szulfitot megkoti, €s ezaltal a festék szine
érvényre jut. A tipusos koliform szervezetek az endo-agart pirositjak és rajta sotétpiros,
féemfényti telepek formajaban ndnek.
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120. GYAKORLAT
Koliszam meghatarozasa membransziiré technika segitségével

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
vizminta
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
méréhenger (100 ml viz kiméréséhez)
0,45 um porusatmérdjii membransziird
steril szlirOberendezés
endo tapagar Petri-csészében
fémcsipesz
Bunsen-¢g6
termosztat
A vizsgélat menete
1. A steril taptalajt tartalmaz6 Petri-csészére irjuk ra a minta azonositd jelzését és a
vizsgélat megkezdésének idépontjat.
2. Sziirjiink 4t 100 ml vizmintat a 0,45 pm poérusatmeérdjii steril membransziirén, majd
a szlrdlapot csipesz segitségével, sziirt feliilettel felfelé helyezziik a Petri-csészében 1évo
differencialo endo tapagar feliiletére.
3. Helyezziink a Petri-csészét 24 6rara 37 °C-os termosztatba.
4. Az inkubaciot kovetden a koliform szervezetek telepszamanak €s a szlirt anyag
mennyiségének ismeretében hatarozzuk meg a 100 ml vizmintaban 1évo koliszamot.

121. GYAKORLAT
Koliszam meghatarozasa higitasos-szélesztéses eljarassal

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
szennyezett vizminta
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
9 ml-es steril viz
pipetta, steril pipettahegyek
endo tapagar lemez
eozin-metilénkék tapagar lemez
szélesztObot (sterilezéshez alkohol)
Bunsen-¢ég6
termosztat
A vizsgélat menete
1. A steril taptalajt tartalmazo Petri-csészére irjuk ra a minta azonosito jelzését és a
vizsgélat megkezdésének idépontjat.
2. A szennyezett vizmintabol készitsiink 10-es 1éptékii higitasi sorozatot (lasd
25. GYAKORLAT).
3. Az egyes higitasi tagokbol szélessziink 0,1-0,1 ml-t endo és eozin-metilénkék
tapagar lemezekre (lasd 25. GYAKORLAT).
4. A szélesztéssel fertdzott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 37 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 24 6raig.
5. Az inkubaciot kdvetden a koliform szervezetek telepszamanak és a higitas fokanak
ismeretében hatarozzuk meg a 100 ml vizmintabol kimutathat6 koliszdmot.

A koliszam meghatarozasara alkalmazott LMX tapleves miikodése azon alapul,
hogy a téplevesben 1évé MUG (4-metilumbelliferil-B-D-glukuronid) szubsztratot a koliform
szervezetek [-glukuroniddz (GUD) enzimiik segitségével hasitani képesek (lasd
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122. GYAKORLAT). A keletkez6 hasitasi termék (4-metilumbelliferon) 366 nm
hulldmhosszi UV fény alatt fluoreszkal. A Gram negativ baktériumok koziil az E. coli 96%-
ban, az enterotoxikus E. coli 100%-ban, bizonyos Shigella tajok 44%-ban, mig a Salmonella
nemzetségbe tartozd baktériumok 17%-ban termelik a GUD enzimet.

122. GYAKORLAT
Koliszam meghatarozasa LMX-levesben MPN modszerrel

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
szennyezett vizminta
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
LMX tapleves
50 ml-es Erlenmeyer-lombik
pipettak, steril pipettahegyek
96 lyuku mikrotitral6o lemez
félkémcsovek
kémcsokeverd (vortex)
termosztat
366 nm hullamhosszi UV-lampa
A vizsgalat menete

1. A mikrotiter lemezre irjuk r4 a minta azonositd jelzését és a vizsgalat
megkezdésének idopontjat.

2. A mintabol készitsiink higitasi sorozatot a kovetkezdk szerint: 27 ml LMX
taplevest tartalmazo 50 ml-es Erlenmeyer-lombikba mérjiink 3 ml vizsgaland6 vizmintat,
majd vortexeljiik. Az igy nyert kiinduldsi szuszpenzidbol készitsiink 8 tag higitasi
sorozatot ugy, hogy pipettazzunk 0,3 ml-t egy eldre feliratozott és 2,7 ml LMX-taplevest
tartalmazd tesztcsobe. Eroteljes vortexelést kovetden ismét 0,3 ml-t pipettdzunk a
kovetkezo kémcsdbe, s igy tovabb.

3. A higitasi sorozat minden tagjabol (a kiindulasi szuszpenziobol is) pipettazzunk
300 pl-t a 96 lyukd mikrotitrdld lemezen egymas mellett 1€vé 5 zsebbe parhuzamosan
(5 tesztcsoves MPN-modszer).

4. A mikrotiter lemezt helyezziik 37 °C-os termosztatba, €s inkubaljuk 24 6raig.

5. Az inkubécids id6 elteltével a 366 nm hullimhossza UV fény alatt fluoreszkalo
csovek szadma alapjan képzett McCrady féle karakterisztikus szam alapjan (lasd
13.6.1 fejezet) becsiiljiik meg a vizminta 100 ml-ében 1évé koliszamot.

Bakteriofagokat kiilonféle él0helyekrdl izolalhatunk, s mivel ezek baktériumokban
szaporodnak, barhonnan kimutathatok, ahol gazdaszervezeteik jelen vannak (lasd
123. GYAKORLAT). A fekalis szennyezddést indikald Escherichia coli bakteriofagjanak
kimutatasa adott kdrnyezeti mintabol a mikrobiologiai vizmindsités egyik alternativ eszkoze.

123. GYAKORLAT
Kolifagok mennyiségének kimutatasa lemezontéses modszerrel

A vizsgélat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
szennyezett vizminta
A vizsgélathoz sziikséges anyagok €s eszk6zok
ATTC 13706 Escherichia coli tdrzs szuszpenzidja
steril lombik (100 ml vizmintahoz)
méréhenger
vizfiirdé
4 ml CaCl; oldat
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TTC (trifenil-tetrazolium-klorid)
5 ml 96%-os etanol
100 ml steril felolvasztott huspepton tapagar
steril Petri-csészék
Bunsen-¢€g6
termosztat
A vizsgélat menete

1. A steril Petri-csészékre irjuk rd a minta azonositd jelzését és a vizsgalat
megkezdésének idépontjat.

2. Mérjiink egy steril lombikba 100 ml vizmintat, majd helyezziik 45-47 °C-os
vizfiirddbe. Tegyiink 4 ml steril CaCl, oldatot 10 percre ugyanilyen h6foku vizfiirdébe.

3. Kozben oldjunk fel 0,05 g TTC-t 5 ml 96%-os etanolban, majd az 1%-os TTC
oldatbol 1 ml-nyi, mig a steril CaCl, oldatbol 1,2 ml-nyi mennyiséget adjunk hozzd a
100 ml felolvasztott hiispepton tapagarhoz.

4. A vizmintat inokuldljuk az ATTC 13706 szamjelzést Escherichia coli torzs 37 °C-
on razatott 24 oras tenyészetének 5 ml-nyi szuszpenziodjaval.

5. Néhany perc mulva a vizmintdt dvatosan Ontsiik a tdpagarhoz, lassan keverjiik
0ssze, és buborék képzddése nélkiil ontsiink beldle tapagar lemezeket steril Petri-csészékbe.

6. Megszilardulas utan a tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 37 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 24 6raig.

7. Az inkubdcios 1d6 elteltével végezziik el kolifagok mennyiségének meghatirozasat.
Az ¢l6 baktériumsejtek redukdljadk a TTC-t, ezaltal a taptalaj pirosas elszinezddést mutat.
Fehér tarfoltok jelzik azokat a helyeket, ahol a fagok elpusztitottak a baktériumsejteket.

A Gram pozitiv kokkuszok kozott a rovidebb-hosszabb lancokat képezd Streptococcus
nemzetség egyes tagjai ember- és allat patogének, de az egészséges emberi vagy allati
szervezet is hordozhatja 6ket. A Streptococcus faecalis a vizben gyorsan elpusztul, vizsgéalatat
mégis az indokolja, hogy a kolibaktériummal szemben — amely a természetben csaknem
mindeniitt megtalalhatdé — a kornyezetben nem szaporodik, ily modon a Streptococcus
faecalis kKimutatasa megerdsiti a kolibaktériumok vizsgalataval kapott eredményt és a viz
friss szennyezddésére utal (1asd 124. GYAKORLAT).

A klinikai jarvanyiigyi laboratoriumokban éaltalanosan hasznalt E-67 agar szelektivitasat
a Na-taurokolat, a kristalyibolya és tellurit biztositja, mely utobbit a Streptococcus faecalis
erosen redukalja és ezért a taptalajon fekete telepeket képez, mas baktériumok azonban alig
ndnek rajta (75. 4bra).

\
~ h

4
75. abra Streptococcus spp. telepek Szita E-67 differencialé tapagaron (Foto: Makk J.)

A jellegzetes telepek relative kisméretiiek, kor alakuak és feketék.
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124. GYAKORLAT
Fekalis eredetii Streptococcusok kimutatasa Szita-féle E-67 tapagaron

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
szennyezett vizminta

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
Szita-féle E-67 tapagar lemez
pipetta, steril pipettahegyek
szélesztébot (sterilezéshez alkohol)
Bunsen-¢g6
termosztat

A vizsgalat menete

1. A steril taptalajt tartalmaz6 Petri-csészére irjuk rd a minta azonositd jelzését és a
vizsgalat megkezdésének idépontjat.

2. A szennyezett vizmintdbol készitsiink 10-es Iéptékii higitdsi sorozatot (lasd
25. GYAKORLAT).

3. Az egyes higitasi tagokbol szélessziink 0,1-0,1 ml-t Szita-féle E-67 tapagar
lemezekre (lasd 25. GYAKORLAT).

4. A szélesztéssel fertozott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 37°C-os termosztatba, és inkubaljuk 24 oraig.

5. Az inkubaciot kovetden a fekete szinti telepek szamanak és a higitds fokanak
ismeretében hatarozzuk meg a 100 ml vizmintaban 1év6 Streptococcus szamot.

A Pseudomonadaceae csalad tagjai a természetben elterjedt, talajokban és vizekben
eléforduldé Gram negativ, polaris csillozata, szigortan légzo, tobbségében obligat aerob
baktériumok. Képviseldik kozott a Pseudomonas aeruginosa vizekben, szennyvizben ¢és
szennyezett ivovizben kozonségesen megtaldlhatd baktérium. Nem jelez friss fekalis
szennyezddést, bar gyakran kimutathaté nedves korhazi berendezéseken (pl. vizcsapok,
mosdok) és felszereléseken (pl. altatd- és 1¢élegeztetOberendezések csdvei). A Pseudomonas
aeruginosa tobbnyire csokkent ellenalloképességii, leromlott, immunszupressziv, sugar- vagy
antibiotikum kezelésben részesiild betegeket timad meg (lasd 125. GYAKORLAT).

A pseudomonasok kimutatdsara hasznalhatjuk a bromtimolkék, laktéz, pepton és
cisztin tartalmi brolacin tapagart, melyen ezek a szervezetek nagy, barnas kozpontl, a
kornyez6 taptalajt kékre szinezo telepeket képeznek (76. abra).

76. abra Pseudomonas sp. telepek Brolacin differencal6 taptalajon (Foto: Makk J.)

A tipikus Pseudomonas telepek nagyméretiiek, barnas kézépponttal, a kdrnyez6 tapagar kékes szinezeti.
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125. GYAKORLAT
Pseudomonasok kitenyésztése brolacin agaron

A vizsgéalat targva. a vizsgalt mikroorganizmus
vizminta
A vizsgalathoz sziikséges anvagok és eszkozok

brolacin tapagar lemez
pipetta, steril pipettahegyek
sz¢élesztobot (sterilezéshez alkohol)
Bunsen-¢ég6
termosztat
A vizsgalat menete
1. A steril taptalajt tartalmaz6 Petri-csészére irjuk ra a minta azonositd jelzését és a
vizsgélat megkezdésének idépont;jat.
2. A szennyezett vizmintabol készitsiink 10-es 1éptékii higitasi sorozatot (lasd
25. GYAKORLAT).
3. Az egyes higitasi tagokbdl szélessziink 0,1-0,1 ml-t brolacin tapagar lemezekre
(lasd 25. GYAKORLAT).
4. A szélesztéssel fertdzott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 37 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 24 6raig.
5. Az inkubaciot kovetdéen a kékes udvaru, barna kozepi telepek szamanak és a
higitas fokanak ismeretében hatdrozzuk meg a 100 ml vizmintdban 1évé pseudomonas
szamot.

Az anaerob sporas Clostridium spp. a vizben hosszl ideig életképes marad, ezért
jelenléte régi, igen erds, hosszantartd szennyezettséget indikal (1asd 47. GYAKORLAT).

A természetes vizekbe jutd szerves szennyezddéseket elsésorban a vizben levd aerob
mikroorganizmusok bontjak le. A folyamat oxigénfogyasztassal jar, vagyis a mineralizdcio
soran a természetes vizek oldott O tartalma csokken, akar teljesen el is fogyhat, ami a
magasabb rendii szervezetek pl. halak pusztulashoz vezethet.

A szennyezett viz bioldgiai oxigén igényének (BOI) meghatarozasaval arrol
szerezhetiink informacidt, hogy a befogadd viztestben milyen oldott oxigéntartalom
csokkenés kovetkezne be a szennyezett viz adott térfogatdnak bevezetése hatasdra (lasd
126. GYAKORLAT). A BOI érték egyuttal jelzi a szennyezett viz mikrobiologiai Uton
lebonthatd szerves anyag mennyiségét is. A BOI mérését a gyakorlatban az 5 napos
respirometrikus teszt segitségével végezhetjiik el, ahol a lebontd aktivitas kimutatasara az O-
parcialis nyomasvaltozasat mérjiik zart palackban. Ennek soran a szerves szennyezdvel terhelt
vizminta adott mennyiségét ismert térfogati edénybe mérjiik, és allandé héfokon (20°C)
inkubdljuk. Ha a palackba zart levegd nyomasat ellendrizziik, akkor két folyamattal kell
szamolnunk: nyomasesés kovetkezik be, ha egy gaz elfogy (esetiinkben az O,), illetdleg
fokozodik a nyomas értéke, ha gaz képzddik inkubalas kozben (aerob viszonyok kozott ez
CO; lehet). Az OxiTop (WTW GmbH, Weilheim, Németorszag) rendszer segitségével az ot
(vagy tobb) napos inkubaci6 alatti nyomdasvaltozast mérhetjik, illetve a mérdfej segitségevel
elektronikusan tarolhatjuk is az adatokat.

A BOI értéke a rendszerben tortént O» parcidlis nyomdasvaltozéassal lesz aranyos.
Ahhoz, hogy ezt mérni tudjuk a (termelt) COz-ot el kell nyeletni. Erre a célra az edény
gazterében elhelyezett NaOH pasztillat alkalmazzuk, ami megkoti a CO2z-ot:

CO; + 2 NaOH = Na>CO3 + H,0O
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Az OxiTop rendszer kdzponti egysége a BOI szamitast az alabbi képlet alapjan el is
végzi:
M

- T
BOI = R ©2) x{vt Vi +a—m}xAp(oz)
xT_ V T,

ahol BOI a biologiai oxigénigény (mg 'Y, Mo,)az oxigén moéltdmege (32000 mg mol
1, R az egyetemes gazalland6 (83,144 1 mbar mol™! K1), Ty "referencia" hdmérséklet (273,15
K), Tm a mérés héfoka, Vi az edény térfogata (ml), Vi a minta térfogata (ml), o a Bunsen
abszorpcios koefficiens (0,03103), Ap(o,) az Oz parcialis nyomasanak valtozasa (mbar).

126. GYAKORLAT
Szennyezett vizminta BOI értékének meghatarozasa OxiTop rendszerben

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
szennyezett vizminta

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
méréhenger
magneses keverdrud
magneses keverd
OxiTop palackok
termosztat

A vizsgalat menete

1. A minta jelzését vezessiik rd a mérOpalackra.

2. A gyakorlat soran 0,5 l-es méréedények haszndlatdval végziink BOIs mérést. A
varhatd6 BOI érték fliggvényében toltsiik fel a palackokat megfeleld térfogati mintaval
(err6l a gyakorlatvezetd ad tajékoztatast), és tegylink bele magneses keverd rudat.

3. A mérdiiveg nyakaba helyezziik be a NaOH pasztilla tartoedényét, amely egyben
tomitésként is szolgal. Az edénybe helyezziink 2-5 pasztillat, és zarjuk le gondosan a fej
racsavarasaval. Ezutan a kozponti egység segitségével kapcsoljuk be a mérdfejet €s allitsuk
be. (A kozponti egység €s a mérdfej infravords tavkapcesolatban all.)

4. Az edényt helyezziik 20+1°C termosztitba magneses keverd berendezesre é€s
inkubéljuk s6tétben 5 napig.

5. Az inkubacios 1d9 elteltével a kozponti egység segitségével a tarolt nyomasvaltozas
adatokat hivjuk le, és az automatikusan szamolt BOI értéket jegyezziik fel.

9.2 Talajok mikrobioldgiai vizsgalata

A talajok mikrobioldgiai elemzése sordn a csiraszam-becslésekkel (biomassza
meghatarozas) parhuzamosan érdemes az altalanos mikrobialis aktivitast is vizsgélni. A talaj
katalaz aktivitisa alapjan a mikroorganizmusok szamara, illetve aktivitasara is
kovetkeztethetiink (lasd 127. GYAKORLAT). Az erdteljes katalaz aktivitas arra utal, hogy
sok mikroorganizmus van a talajban, és a szervesanyag lebontdsdban, valamint a
humuszképzddésben jelentds részt vallalnak. Fontos megjegyezni azonban, hogy katalaz
enzimet névényi maradvanyok is tartalmaznak.

127. GYAKORLAT
Katalaz talajenzim gyorsteszt

A vizsgalat targva, a vizsgalt mikroorganizmus
4-5 eltéro tipusu légszaraz talajminta
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A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
szita
fecskendd + tii
100 ml-es Erlenmeyer-lombik
2 db atfart gumidugd miianyag csével
specialis méréhenger
3%-0s hidrogén-peroxid oldat
A vizsgalat menete
1. Az apré ndvényi maradvanyok eltavolitisa érdekében alaposan szitaljuk at a
1égszéraz talajmintakat.
2. Mérjiink 5 g talajt egy 100 ml-es Erlenmeyer-lombikba, majd zarjuk le a lombik
szajat egy atfurt gumidugoval.
3. A furaton vezessiink keresztiil egy csOvet gy, hogy annak masik vége egy
megforditott (,,fejre allitott™) és vizzel feltoltott mérdhengerben végzodjon.
4. Adjunk a talajmintdhoz fecskendével 10 ml 3%-os hidrogén-peroxidot. A talajban
1évo katalaz enzim katalizalja a hidrogén-peroxid vizzé és oxigénné torténd bomlasat. A
termelddott oxigén mennyiségét a mérdhenger vizszintjének csokkenésébdl lehet
meghatarozni. A lombikot folyamatosan forgassuk 3 percig, majd olvassuk le a
méréhengeren a vizszint csokkenést. A kapott mérési eredményt 1 percre hatarozzuk meg.
5. Hasonlitsuk 0ssze és értékeljiik a kiilonboz6 talajok 1 perces adatait.

A talajok aerob biolégiai aktivitaisanak becslésére a képzodott mikrobidlis
anyagcsere termékek, elsdsorban a CO:z termelés mérését is alkalmazhatjuk. A szerves
anyagok aerob lebomlasat a glikéz példdjan mutatjuk be (lasd 128. GYAKORLAT). A
glikoz CO>-da oxidalodasakor a terminalis elektron akceptorként szolgdldé O» vizzé
redukalodik, mikdzben energia (ATP) és redukald erd (NADH) képzddik. Utdbbiak
segitségével a szerves anyag egy része sejtanyagga (C4H702N) konvertalodik.

Az é4bran bemutatott idealis esettel ellentétben, a valésdgban a termelt CO»
mennyisége a szerves szubsztratum degradéalhatosagatol, valamint a lebontdsban résztvevd
mikroszervezetek anyagcseréjének hatékonysagatol fiigg.

A méréseket legegyszerlibben hagyomanyos "Biométer"-lombik alkalmazasaval
végezhetjiik. Ez esetben KOH szolgal a képz6dd CO; elnyelésére.

128. GYAKORLAT
Talajok mikrobialis aktivitasanak becslése CO2 termelés mérésével

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
talajminta
A vizsgéalathoz sziukséges anyagok €s eszkozok

250 ml-es "Biométer" lombik
0,1 M KOH oldat

frissen kiforralt desztillalt viz
2 M BaCl; oldat

100 ml Erlenmeyer lombik
0,05 M HCI oldat
fenolftalein indikator oldat
laboratériumi mérleg
mérokanal

20 ml milanyag fecskendd
biiretta

szemcseppentd, pipetta, steril pipettahegyek
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termosztat

A vizsgélat menete

1. A talajmintabol mérjiink 50 g-ot a "Biométer” lombikba.

2. A lombik oldalcsovébe a fecskendd segitségével mérjiink 15 ml 0,1 M KOH oldatot
(a fecskend6t hagyjuk rajta az oldalcsévon), majd zarjuk le a lombikot.

3. A "Biométer” lombikot 10°C-on inkubaljuk a gyakorlatvezetd altal meghatarozott
ideig.

4. A "Biométer” lombikok oldalcs6vébdl fecskenddvel szivjuk ki a 15 ml 0,1 M KOH
oldatot és toltsiik egy tiszta 100 ml-es Erlenmeyer lombikba.

5. A KOH tartalyt (fecskenddé segitségével) mossuk ki 35 ml CO; mentes frissen
kiforralt desztillalt vizzel. A mosdvizet is toltslik a 100 ml-es Erlenmeyer lombikba.

6. A "Biométer” lombikokat ismételten toltsiik fel 15 ml 0,1 M KOH-oldattal, majd
zarjuk le.

7. Inkubaljunk tovabb 10°C-on a gyakorlatvezeto altal meghatarozott ideig.

8. Az 50 ml oldatot (15 ml KOH + 35 ml moséviz) tartalmazé 100 ml-es Erlenmeyer
lombikba mérjiink 1 ml 2 N BaCl oldatot, valamint 1 csepp fenolftalein indikatort.

9. A 100 ml-es lombikokat titraljuk 0,05 M HCI segitségével.

10. A termelddott CO»-ot a titrdlds soran fogyott sdsavoldat térfogatabol az alabbi
képlet segitségével szamoljuk ki:

Vco, = 1,175 x 107 x Crcr X (Vkon - VMINTA)

ahol Vco, a termelédott CO2 mennyisége m’-ben, Cuci a sosav tdménysége (Mol 1),

Vxon a 15 ml KOH mérdoldatra fogyott sdsav ml-ben, Vminta az inkubalas utan kivett KOH
oldatra fogyott s6sav ml-ben.

9.3 A nitrogén korforgalomban résztvevo mikroorganizmusok vizsgalata

A nitrogén a természetben kiilonb6zd oxidacids allapota vegyiiletekben fordul eld,
amelyeket az ¢161ények altal végzett atalakitasi folyamatok kapcsolnak 6ssze (77. abra). Ezen
folyamatok jelentds részét a baktériumok végzik.

szerves
N

nitrogén
fixacio

asszimilacio

disszimilatorikus nitrat redukcio
denitrifikacio

N, N,O NO, NO,

asszimilatorikus nitrat redukcio
ammonifikacio

pd
I

nitrifikacio nitrifikacio

-3 0 +1 +3 +5
a nitrogén oxidaciés szama

77. abra A N elemkorforgalmanak alapfolyamatai
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A nitrogénkoto (nitrogénfixald) szervezetek példaul kivétel nélkiil prokariotak. A
folyamat soran a nitrogéngdz ammoniava redukalodik. A kiilonb6zd nitrogénkotd fajok alig
eltéré struktirdju nitrogendz enzimrendszeriik segitségével, gyakorlatilag azonos reakcio
szerint fixdlnak nitrogént. Ugyanakkor oOkoldgiai szempontbdl e szervezetek két nagy
csoportba oszthatok: szabadon vagy "laza" (asszociativ) szimbidzisban €10k, (pl. Azotobacter,
Clostridium és Anabaena), és az obligat szimbiontdk. Az utobbiak koziil elsdsorban a
Bradyrhizobium nemzetség tagjait kell megemliteni, amelyek pillangoés virdga
gazdaszervezetekhez kotodnek. A gyokérszorok "Rhizobium fert6zése" soran a ndvényen
gyokérgiimok képzddnek. A gyokérgiimékben talalhaté bakteroidok tovabb nem osztodo,
jellegzetes morfologidju, a nitrogénkotés szempontjabol aktiv  baktériumsejtek (lasd
129. GYAKORLAT). Mivel a nitrogenaz oxigénre igen érzékeny enzim, aerob koriilmények
kozott szlikség van a sejten beliili oxigénkoncentracié csokkentésére, ugy, hogy emellett a
baktériumsejtek 1€gzésiik soran megfeleld6 mennyiségli oxigénhez jussanak. Ezt a problémat a
gyokérgiimOkben (a ndvényi sejtek citoplazmajaban) talalhatd oxigén-szallité molekula, a
leghemoglobin oldja fel.

129. GYAKORLAT
Bakteroidok morfologiajanak vizsgalata fénymikroszkoppal

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
gyokérgiimokben talalhato bakteroidok
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
gyokérminta (pl. lucerna, I6here)
szike
csipesz
targylemez
metilénkék festékoldat
Bunsen-¢ég6
fénymikroszkop
A vizsgalat menete

1. Tavolitsunk el egy gyokérglimét a mosott gyokeérrdl szike €s csipesz segitségével (az
aktiv gyokérgiimo szine a leghemoglobin miatt halvany rdzsaszinii).

2. Két targylemez k6zott dvatosan nyomjuk szét a giimot.

3. Levegén széritsuk meg a preparatumot, majd fixaljuk és fessiik metilénkékkel (1asd
54. GYAKORLAT).

4. Figyeljik meg mikroszképpal, és rajzoljuk le a bakteroidok (nagyméreti,

crer

7
a) -
78. abra Bakteriodok morfolégidja (Foto: Vajna B.)

Bakteroid tartalmu novényi sejt a gydkérgiimdben (a). Metilénkékkel festett bakteroid sejtek (b).
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Egyes szabadon ¢l6 cianobaktériumoknal (pl. Cylindrospermopsis raciborskii) a
nitrogén-fixalas (79. abra) megvastagodott fala, differencidloédott fonalsejtekben, a
heterocisztdkban zajlik (lasd 130. GYAKORLAT).
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79. abra Jellemz6 balatoni fonalas nitrogkotoé cianobaktériumok (Fotd: Voros L. és Somogyi B.)

Anabaena sp. (a), Aphanizomenon sp. (b), Cylindrospermopsis raciborskii (c)
A heterocisztakat nyilak, az akinétakat csillagok jelolik.

130. GYAKORLAT
Cianobaktériumok morfologiai vizsgalata fénymikroszképpal

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
szabadon €16 cianobaktériumok
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
vizminta (pl. to, patak, akvarium)
szemcseppento
targylemez
fedélemez
fénymikroszkop
A vizsgélat menete
1. Cseppentsiink vizmintat a targylemezre, majd fedjiik le feddlemezzel.
2. Figyeljiik meg mikroszkoppal, és rajzoljuk le az egysejtli, fonalas és kolonids

cres

Ammonifikacié sordn nitrogéntartalmu szerves anyagokbdl (pl. aminosavak,
karbamid) ammonia szabadul fel (ez az egyik modja a szerves nitrogén feleslegt6l vald
megszabaduldsnak is) (lasd 131. GYAKORLAT). Az ilyen deamindcios reakciokhoz a
mikroorganizmusok altaldban tobbféle, kiilonb6zé szubsztrat-specificitasi  enzimmel
rendelkeznek. A nitrogén biokémiai ciklusdban mineralizdcionak szadmitdé 1épés sordn
felszabadulé ammoniat, illetve ammonium iont mas €l61ények (pl. ndvények, mikrobak) ismét
felvehetik, és aminosav-szintézisiik sordn értékesithetik, vagy a talajban humuszkolloidok
adszorbealhatjak.
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131. GYAKORLAT
Ammonifikacio kimutatasa

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
peptonviz tapleves
urea tapleves
oltokacs
steril viz kémcsdben
pipetta, steril pipettahegyek
Bunsen-¢go
termosztat
Nessler-reagens
A vizsgalat menete

1. Feliratozast kovetden, készitsiink a tenyészetbdl szuszpenzidt steril vizben, majd
pipetta segitségével adjunk a taplevesekhez 0,1-0,1 ml baktérium szuszpenziot.

2. Inkubaljuk a tenyészeteket 1 hétig 28 °C-on.

3. Az inkubacios id6 elteltével a képzddd ammoniat a taplevesekhez adott néhany
csepp Nessler-reagens segitségével mutathatjuk ki. A reakcidé soran képzddd narancssarga
komplex (bazikus higany-amido-jodid) jelzi a pozitiv reakcidt. A gyenge pozitiv reakcid
sarga, mig az erés pozitiv reakci6 sargasbarna szint és precipitaciot eredményez. A
szinvaltozas elmaradasa esetén negativ a reakcio.

Aerob korilmények kozott az ammonia talajokban, vizekben nem halmozddik fel.
Asszimilacidja (aminosav  szintézis) mellett egyes baktériumok disszimilatorikus
energiaszerzd folyamataikban elektrondonorként (valamint redukald-képesség eldallitasara) is
felhasznalhatjdk. A nitrifikacié két 1épésben megvaldsuld folyamatat kemolitotrof autotrof
baktériumok [ammonia-oxidacid (pl. Nitrosomonas, Nitrosospira): NH3—NOy, illetve nitrit-
oxidacid (pl. Nitrobacter, Nitrospina): NO2—NO3;] ¢és kiilonbozd heterotrof
mikroorganizmusok (energiatermelés nélkiil) végzik (lasd 132. GYAKORLAT). A nitrat ion a
ndvények szamdra az ammonianal konnyebben felvehetd, viszont mobilisabb 1évén a
talajokbdl konnyen kimosodik, €s a felszini vagy felszin alatti vizekbe keriilve vizmindség
romlast okozhat.

Az ammonia-oxidacidé egyik kulcsenzime az ammodnia-monooxigenaz. Ez az enzim
rézionok jelenlétében aktiv. Az allil-tiourea (ATU) szelektiv rézkelator, ezért képes ezt az
enzimet gatolni.

132. GYAKORLAT
Nitrifikaciéo kimutatasa és gatlasa allil-tioureaval

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
talajban €10 nitrifikal6o baktériumok
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
ammonia tartalmu tapleves
nitrit tartalm tapleves
talajminta
9 ml-es steril viz kémcsdben
pipetta, steril pipettahegyek
kémcsdkeverd (vortex)
allil-tiourea (ATU)
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laboratoriumi mérleg
termosztat
iires kémcsovek
Nessler-reagens, Griess-Ilosvay-féle reagens
cinkpor
A vizsgalat menete

1. Feliratozast  kovetéen a  taplevesek  feléhez adjunk ATU-t 5 mg/l
végkoncentracioban.

2. Készitslink a talajmintabol szuszpenziot steril viz felhasznalasaval: adjunk 9 ml steril
vizhez 1 g talajt, majd alaposan homogenizaljuk kémcsdkeverdvel.

3. Pipetta segitségével oltsuk be a tapleveseket 0,5 ml talajszuszpenzioval.

4. Inkubaljuk a beoltott tapleveseket 1 hétig 28 °C-on.

5. Az inkubdciés id6 elteltével a taplevesekbdl 1-1 ml-t pipettdzzunk at iires
kémcsovekbe. A kivett mintakhoz adjunk néhany csepp Griess-Ilosvay-féle reagenst. Razzuk
Ossze a mintat. A 30 mp-en beliil megjelend meggypiros szin nitrit jelenlétére utal.

6. Ha nem kapunk szinreakciét az ammonia tartalmua tapleves esetében, akkor vagy
nem tortént ammonia-oxidacié (inhibitor hatdsa), vagy a képzddott nitrit teljes mennyisége
tovabb oxidalodott nitratta. Ennek eldontéséhez adjunk a kémcsévekhez még egy kevés
cinkport is (max. 5 mg/ml). Ha nitrat képz6dott, akkor a fémcink azt redukalja, és a
képzddott nitritet az el6zdleg hozzdadott Griess-Ilosvay-féle reagens jelzi.

7. Ha nem jelenik meg ekkor sem a meggypiros szin, akkor a maradék ammonia
tartalmu tapleveshez adjunk néhany csepp Nessler reagenst. A keletkezé sargasbarna szin,
csapadék a megmaradt ammonium-ionokat jelzi. Ha a nitrit tartalmu taplevesnél nem kapunk
meggypiros szint, akkor a nitrit-oxidacié végbement. Ennek igazolasahoz, itt is végezziik el a
cink poros redukalast.

A nitrat és nitrit disszimilatérikus redukcidja soran a végtermék nitrit, dinitrogén—
oxid, nitrogéngdz vagy ammonia (lasd 133. GYAKORLAT). Biokémiai szempontbol a
folyamat nitrat-redukcid: a nitrat elektron-akceptorként valé hasznositasa kiilonb6zd szerves
¢s szervetlen anyagok (pl. HoS) biologiai oxidacidja soran megy végbe. Gaz halmazallapotu,
vizben gyengén oldddd végtermék (N2O, NO, Nz) képzdédése esetén denitrifikaciorol
beszéliink. A folyamat anaerob, tomorodott vagy vizzel atitatott talajokban, folyo- és allovizi
iiledékekben, allatok gyomor-bélrendszerében fordul eld. E folyamat jelentds szerepet jatszik
a talajok, éldvizek nitrogén-egyensulyanak fenntartasaban €s ontisztuldsaban.

133. GYAKORLAT
Disszimilatorikus nitrat-redukcio kimutatasa

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
nitrat-redukalo és denitrifikalo baktériumok
ismeretlen baktériumtorzs tenyészet ferde agaron
A vizsgalathoz sziikséges anyagok ¢és eszkdzok

talaj- vagy tiledékminta

Durham-csovet tartalmaz6 nitrat tartalmu tapleves
steril viz kémcsOben

pipetta, steril pipettahegyek

kémcsdkeverd (vortex)

termosztat

Nessler-reagens

Griess-Ilosvay-féle reagensek

cinkpor
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ures kémcsovek
A vizsgalat menete

1. Feliratozast kovetden steril viz felhasznalasaval készitsiink a kornyezeti mintabol és
a tenyészetbdl szuszpenziot.

2. A taplevesekhez adjunk kb. 0,5 ml talajszuszpenziot, illetve 0,1 ml baktérium
szuszpenziot.

3. A beoltott tapleveseket inkubaljuk 2 hétig 28 °C-on.

4. Az inkubacios 1d6 elteltével a gaz halmazallapotu nitrogén-vegyliletek (N.O, NO,
N2) képzddését a Durham-csében megjelend buborék jelzi. A nitrit és az ammonia
kimutatasat Griess-llosvay-féle reagenssel, illetve Nessler-reagenssel végezziik (lasd
132. GYAKORLAT).

9.4 A kénkorforgalomban résztvevo mikroorganizmusok vizsgalata

A kén mikrobioldgiai atalakitdsdnak folyamatai még a nitrogénénél is Osszetettebbek,
hiszen a kén tobb oxidacids allapotot vehet fel, tovabba szamos atalakulds a kiilonb6zo
kénformak kozott abiotikusan is végbemegy (80. abra). A legjelentdsebb kénformak esetében
a kén haromféle oxidaciés szammal fordul elé: -2 (szulfhidril csoport, R-SH és szulfid, %), 0
(elemi kén, S°), illetve +6 (szulfat, SO4>).

A korabbiakban a kén biokémiai ciklusaban szerepet jatszo anoxikus fotoszintetizald
mikrobakrol mar szoltunk (lasd 6.3.1 fejezet, Winogradsky-oszlop), ezért ebben a fejezetben
részletesebben csak a szulfat-redukal6 baktériumok (SRB) szerepét targyaljuk.

A SRB olyan specializalt baktériumcsoport, amelynek tagjai anaerob koriilmények
kozott szaporodnak és a novekedésiikhoz sziikséges energiat foleg kiilonbozoé szerves
tapanyagoknak szulfattal, mint termindlis elektron-akceptorral torténd oxidalasaval nyerik
(lasd 134. GYAKORLAT). A szulfat-redukci6 eredményeként el6allo végtermék a szulfidion,
illetve a kén-hidrogén (H2S). A SRB tipikus szubsztratjai (elektron-donorok) tobbnyire kis
szénatom szamu egyszerli vegyiiletek, acidogén fermentacios végtermékek (pl. tejsav,
ecetsav), ily modon tehat anyagcsere kapcsolatban vannak a fermentativ savképzo
baktériumokkal.

szerves
S asszimilatorikus szulfat redukcio
NS
Q
A
;;;: disszimilatorikus szulfat redukcio
S
N , . ..
a kén diszproporcio
ES]
H,S S° SO*
ken formak oxidacioja
-2 0 +6

a kén oxidacios szama

80. abra A S elemkoérforgalmanak alapfolyamatai

204



A SRB polifiletikus szarmazésuak ¢€s az egyes nemzetségek négy nagyobb csoportba
sorolhatok: Gram-negativ mezofil SRB, Gram-pozitiv sporaképzé SRB, termofil eubaktérium
SRB ¢s termofil dsbaktérium SRB. Anyagcsere sajatossagaik alapjan a SRB két nagy
csoportba sorolhatok: a szerves szubsztratumokat csak acetdtig oxidalok ("tokéletlen
oxidacio" — Desulfovibrio, Desulfotomaculum, Desulfobulbus nemzetségek) és a tokéletesen
szén-dioxidig oxidalok (Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina nemzetségek). Ezen
kiviil mindkét csoport egyes nemzetségeire jellemz6 lehet a hidrogenaz aktivitds, azaz a
hidrogén elektron-donorként val6 hasznositasanak képessége.

A két leggyakoribb SRB nemzetségbe (Desulfovibrio és Desulfotomaculum) tartozo
fajok kitenyésztésére alkalmas differencidld tapleves (Postgate’s Medium B — PMB)
hasznalata a szulfat-redukcio kovetkeztében képzddd fekete szinti vas-szulfid csapadék
megjelenésén alapul (lasd 134. GYAKORLAT).

134. GYAKORLAT
Szulfat-redukalo baktériumok (SRB) csiraszamanak becslése MPN modszerrel

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
szulfat-redukal6 baktériumok
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
tavi iiledék felszintdl szamitott 2-5 cm-es rétegébdl szarmazo minta
PMB tapleves (Postgate’s Medium B)
mérleg
steril félkémesovek
pipetta, steril pipettahegyek
kémcsokeverd (vortex)
96 lyuku mikrotitralé lemez
anaerob rendszer
A vizsgalat menete
1. Feliratozast kovetéen, 27 ml PMB tapleveshez mérjiink 3,0 g vizsgalandé mintat.
Kémcsokeverd segitseégével homogenizaljuk a szuszpenziot 5-10 percig.
2. Készitsiink 6 tagh higitds sort, és 5 parhuzamosban pipettazzunk 0,3 ml-nyi
mennyiséget az egyes tagokbol a 96 lyuka mikrotitralo lemez zsebeibe (lasd 27. abra).
3. Az inkubalést anaerob rendszerben végezziik 30 °C-on 2 hétig.
4. A pozitiv (fekete szinll) zsebek szama alapjan képzett McCrady-féle karakterisztikus
szam (Fliggelék 13.6.1 fejezet) hasznalataval hatarozzuk meg a SRB 0sszcsiraszamat.

9.5 Xenobiotikumok lebontasanak vizsgalata

A kornyezetbe keriilt xenobiotikumok lebomldsa sokszor erdteljesen gatlodik. A
gatlast a xenobiotikum bioldgiai hozzéaférhetéségén til koncentracidviszonyai, valamint a
kornyezet (talaj, viz) fizikokémiai paraméterei okozhatjak. Elsdsorban a termindlis elektron
akceptorok / donorok hianya, valamint az aerob / anaerob kornyezet a meghatarozd. Emellett
a kornyezet pH-ja, tapelemek ardnyai (N, P stb. forrdsok) egyarant fontosak. Ennek
kovetkeztében minden aktudlis szennyezés esetén jbol €s 1jbol meg kell becsiilni a biologiai
bontds szdmara hozzaférhetd ("bioavailable") szennyezdre alapozott biodegradacios
képességet (lasd 135. GYAKORLAT).

A gazolaj, vagy a benzin a viszonylag jol bomlo, konnyen "biodegradalhato"
kdrnyezetszennyezd anyagok kozé tartozik. Gézolajat egyediili szén- és energiaforrasként
hasznositd szervezeteket izolalni egyszerii, nem is sz6lva a nem obligat bontd mikrobakrol.
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135. GYAKORLAT

Osszcesiraszam és a szénhidrogénbonté mikroorganizmusok csiraszamanak

meghatarozasa 96 lyuka mikrotitral6o lemez hasznalataval, MPN médszerrel
A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus

szennyezett talaj, vagy talajviz
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

BHB tapleves

Rezazurin indikator

50 ml-es Erlenmeyer-lombik

laboratoriumi mérleg

mérdkanal

pipettak, steril pipettahegyek

96 lyuku mikrotitrald lemez

felkémcsdvek

kémcsokeverd (vortex)

termosztat

szliréssel sterilizalt nyersolaj
A vizsgélat menete

1. A mintdbol készitsiink higitasi sorozatot a kovetkezOk szerint: 27 ml 1 mg/l
rezazurinnal kiegészitett BBH taplevest tartalmazo 50 ml-es Erlenmeyer-lombikba mérjiink
3g, vagy 3ml vizsgiland6 mintat, majd vortexeljik. Az igy nyert kiindulési
szuszpenziobol készitsiink 8 tagu higitasi sorozatot ugy, hogy pipettazzunk 0,3 ml-t egy
elére feliratozott ¢és 2,7 ml BBH-taplevest tartalmazd tesztcsObe. Erdteljes vortexelést
kovetden ismét 0,3 ml-t pipettazunk a kdvetkez6 kémcsdbe, s igy tovabb.

2. A higitasi sorozat minden tagjabol (a kiinduldsi szuszpenzidbdl is) pipettdzzunk
300 pl-t a 96 lyukd mikrotitrald lemezen egymas mellett 1év6 5 zsebbe parhuzamosan
(5 tesztcsoves MPN-modszer, lasd 27. abra).

3. A toltott zsebekbe pipettazzunk 1 pl sziiréssel sterilizalt nyersolajat.

4. A lezart mikrotiter lemezt helyezziik 10 °C-os termosztatba, €s inkubaljuk 2 hétig.

5. Osszcsiraszamra az inkubécids idé alatt 24, 72 ora, majd pedig 1 hét elteltével
kémleliink a rezazurin indikator szinvaltozasa alapjan (a redox indikator rezazurin az
oxigénfogyas kimutatdsara kivaldan alkalmas). A rozsaszinli zsebek szdma alapjan képzett
McCrady féle karakterisztikus szadm alapjan (Fiiggelék 13.6.1 fejezet) becsiiljilk meg a
minta §sszcsiraszamat.

6. 2 hét multan az olajbontds tényét a taptalaj-feliileti olajfilm sztereomikroszkopos
megfigyelésével allapitjuk meg. A gazolajbontds sordn ugyanis a baktériumok altal termelt
feltiletaktiv anyagok hatdsara az egységes géazolajfilm rogosodik, "kifehéredik", majd
széttoredezik, és Osszecsapddva baktériumtomeg vonja be. A pozitiv csdvek szdma alapjan
képzett Mc-Cardy féle karakterisztikus szam hasznalataval (Fuggelék 13.6.1 fejezet)
becstiljiik meg a gazolajbonto csiraszamot.

A xenobiotikumok bidegradaciojanak vizsgalatit aerob, vagy anaerob
mikrokozmosz ~ kisérletben is  kivitelezhetjik  (lasd  136. GYAKORLAT  ¢és
137. GYAKORLAT). Megfelel6 kontroll mintdk viszonylatdban a képzddott mikrobidlis
anyagcsere termékek (elsésorban CO2, CHs) vagy a szennyezOanyag bomlastermékei alapjan
kovetkeztethetiink a szennyezdanyag bioldgiai bonthatdsagara.
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136. GYAKORLAT
Mikrobialis szénhidrogén degradacio mértékének becslése CH4 termelés alapjan
anaerob mikrokozmoszban (Oxitop® anaerob respiratorikus mérorendszerben)
A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
szennyezett talaj, vagy talajviz
kontroll talaj, vagy talajviz
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
N> gazpalack
1200 ml-es mikrokozmosz palack
laboratoriumi mérleg
mérdkanal
NaOH tabletta
OxiTop® C mérdfej, zarokupakok, membranok, gumikosar
OxiTop® C-kontroller
Hamilton fecskendd
gazkromatograf
A vizsgalat menete

1. A mintakbol 500 g-ot, vagy 500 ml-t mérjiink be a Iégmentesen lezarhato,
feliratozott 1200 ml-es mikrokozmosz palackokba.

2. Kozvetlenilil a mintabemérés utan N, gazzal Oblitsiik at (30 percen keresztiil) a
mikrokozmosz rendszert.

3. A mikrokozmosz palack egyik oldalcsovének gumikosaraba helyezziink 4-5 db
NaOH tablettat (a tablettak elnyelik a mérépalack 1égtérben talalhaté CO»-t).

4. Zarjuk le az oldalcsoveket a megfeleld szeptumokkal és zarokupakokkal.

5. Zarjuk le a rendszert az OxiTop® C mérbfej felcsavarasaval.

6. Helyezziik a lezart mikrokozmoszokat 28 °C-os termosztatba.

7.1 6ra mulva OxiTop® C-kontroller segitségével inditsuk el a mérést, P (pressure)
tizemmodot és 2 hetes vizsgalati idot meghatarozva.

8. Az inkubacio leteltével az OxiTop® C-kontroller segitségével olvassuk le a
nyomasvaltozas adatokat. A mérés soran zart kisérleti rendszerben (Iégmentesen zart, N»
atmoszférat tartalmaz6 mikrokozmoszban) keletkezett CH4 altal okozott nyomdasvaltozas
adatokat kapunk.

Ezen nyomas értékekbdl az alabbi képlet alapjan hatdrozhaté meg a kérdéses biogaz
mennyisége:
Vena= (p1*Vi)/p2

ahol Vcus a CHs mennyisége (ml), P1 a mért abszolut nyomas (hPa), P2 1égkori
nyomas (hPa), V1 a gaztér térfogata (ml)

9. A mikrokozmosz palack gazterébdl (a szabad oldalcsovon keresztiil) Hamilton-
fecskendé segitségével vegylink 100 ul mintdt, majd gézkromatograf segitségével
elemezziik (Fiiggelék 13.6.4 fejezet).

10. A kapott eredmények alapjan becsiiljik meg a szennyezett minta anaerob
biodegradacids potencialjat.
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137. GYAKORLAT
Mikrobialis szénhidrogén degradacio mértékének becslése CO:2 termelés alapjan
aerob mikrokozmoszban (Oxitop® aerob respiratorikus mérérendszerben)
A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
szennyezett talaj, vagy talajviz
kontroll talaj, vagy talajviz
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
1000 ml-es aerob mikrokozmosz edény
IM KOH oldat
50 ml-es mérépohar
OxiTop® C mérdfej, tomités (gumikosar)
OxiTop® C kontroller
2 M BaCl;
100 ml Erlenmeyer lombik
0,05 M HCI
fenolftalein indikator oldat
laboratoriumi mérleg
mérdkanal
biiretta
szemcseppento
pipetta, steril pipettahegyek
termosztat
A vizsgélat menete
1. A mintakbdl 100 g-ot, vagy 100 ml-t mérjiink be a 1égmentesen lezarhatd 1000 ml-
es aerob mikrokozmosz edényekbe.
2. Kozvetleniil a mintabemérés utdn mérjiink 50 ml 1M KOH oldatot az 50 ml-es
méropoharakba és helyezziik dket a fedél mérdpohar tartdjaba.
3. A fedelet 4 db zar6 elem segitségével rogzitsiik az aerob mikrokozmosz edényhez.
4. Zarjuk le a rendszert az OxiTop® C mérdfej felcsavarasaval, ligyeljlink a tomités
hasznélatéra.
5. Helyezziik a lezart aerob mikrokozmoszokat 28 °C-os termosztatba.
6. 1 6ra mulva OxiTop® C-kontroller segitségével inditsuk el a mérést, P (pressure)
mérésimodot €s 2 hetes vizsgalati 1d6t meghatarozva.
7. Az inkubdci6 leteltével az OxiTop® C kontroller segitségével olvassuk le a
nyomasvaltozas adatokat.
8. Az 50 ml-es mérépoharak tartalmat ontsiik 100 ml-es Erlenmeyer lombikba.
9. Az 50 ml oldatot tartalmaz6 100 ml-es Erlenmeyer lombikba mérjiink 1 ml 2 M
BaCl; oldatot, valamint 1-2 csepp fenolftalein indikatort.
10. A 100 ml-es lombikokat titraljuk 0,05 M HCIl segitségevel.
11. A 9-10. pont alapjan titraljunk meg 50 ml eredeti KOH mérdoldatot is.
12. A termel6dott COz-ot a titralas soran fogyott sdsavoldat térfogatabol az alabbi
képlet segitségével szamoljuk ki:
Vco, = 1,175 x 10® x Cnci x (Vkon - VMINTA),
ahol Vco, a termel6dstt CO2 mennyisége m*-ben, Crci a sésav tdménysége (Mol 1),

Vkon a 15 ml KOH mérboldatra fogyott sosav ml-ben, Vminta az inkubalas utan kivett
KOH oldatra fogyott s6sav ml-ben.

13. A kapott eredmények (nyomasvaltozas adatok, titralasi eredmények) alapjan
becsiiljiilk meg a szennyezett minta aerob biodegradacios potencialjat.
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A fenol és szarmazékai gyakori kornyezetszennyez6 vegyiiletek (kokszolomiivekben
melléktermékként is keletkezik fenol). A fenolok 4altaldban konnyen lebonthatdak,
biodegradalhatdéak. Szadmos mikroorganizmus képes - eltéré biokémiai utak hasznalataval - a
fenol biodegradacidjara (lasd 138. GYAKORLAT).

138. GYAKORLAT
Fenolbont6 mikroorganizmusok biodegradacios képességének tesztelése
razatott aerob mikrokozmoszban
A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
fenolbonté mikroorganizmusok 0.5 optikai denzitast szuszpenzidja
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
500 ml-es Erlenmeyer-lombikok
MP tapleves
fenol
razotermosztat
spektrofotométer
centrifuga
steril kémcso
pipetta, steril pipettahegyek
termosztat
A vizsgalat menete
1. 190 ml MP taplevest tartalmaz6é 500 ml-es feliratozott Erlenmeyer-lombikokba
mériink 10 ml baktériumszuszpenziot (0,5 OD). A kontroll minta esetén 10 ml MP taptalajt
adagolunk.
2. A beoltott lombikokhoz fenolt pipettdzunk kizardlagos szénforrasként. A fenol
végkoncentracioja 400 mg/1.
3. Vatta dugéval lezart aerob mikrokozmoszainkat razogépbe helyezziik és 100 RPM
fordulaton 28 °C-on 1 hétig inkubaljuk.
4. Az inkubacié végén aszeptikus modon 11 ml mintdt vesziink a
mikrokozmoszokbol.
5. A 11 ml-ny1 mintat 4000 g-n 5 percig centrifugaljuk, majd a feliiluszobol vett
10 ml mintanak - spektrofotométer segitségével (Fiiggelék 13.6.2 fejezet) - meghatarozzuk

crcr

6. A kapott eredmények alapjan becsiiljik meg a tdrzsek aerob fenolbontd
potencialjat

9.6 Elelmiszerek mikrobiolégiai elemzése

A nyers ¢€s feldolgozott élelmiszereket kiilonb6zd mikroorganizmusok szennyezhetik.
Ezek a mikrobdk természetes forrdsokbol, a talajbol, vizbdl, levegdbdl szarmazhatnak, de
szamos mikroba eleve jellemzd lakdja a novényi és allati szervezeteknek. Az egészséges
novény felszinén mindig taldlhatok baktériumok és gombak (pl. Pseudomonas,
Flavobacterium, Rhodotorula fajok), az allatok kiiltakardja, a testiiregeket borito
nyalkahartydk mindig szennyezettek mikroorganizmusokkal, nagy résziik a normal
mikrobiota jellegzetes tagja (pl. Micrococcus, Staphylococcus, Bacteroides fajok). Az
¢lelmiszerek feldolgozésa, taroldsa és forgalomba hozatala, valamint konyhai elkészitése és
talalasa ijabb kontaminaciora ad lehetdséget.

Az ¢élelmiszerekre jutdé mikrobak az élelmiszer Osszetételétdl, sotartalmatol,
viztartalmatol, pH-jatol, a hdmérsékletétdl, oxidacios-redukcids viszonyoktol filiggden
szaporodasnak indulhatnak. A szaporodd mikrobdk egy része az élelmiszerek romlasat idézi
eld, de lehetnek koztiikk olyanok is, amelyek az emberi szervezetbe jutva megbetegedést,
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ételfertdzéseket, ételmérgezéseket okozhatnak. Az ételfertdzés az élelmiszer és az ital altal
kozvetitett fertdzést jelenti. Ezzel szemben ételmérgezésnek neveznek minden olyan heveny
egészségkarosodast, amelyet az ételben vagy italban 1évé vegyi anyag, vagy mikroba altal
termelt toxikus anyag okoz. A {6 élelmiszer eredetii baktériumos megbetegedés a fejlett
orszagokban a salmonellozis, kampilobakteriozis, a liszteriozis, a fejlodo orszagokban pedig
pl. a kolera vagy a Clostridium perfringens altal okozott fertdzés. A penészgombak termelte
mikotoxinokon kiviil a mérgezd gombdk, valamint az egyes cianobaktériumok, algak és
tengeri allatok toxinjai szintén veszélytényezok.

Az ¢élelmiszerek biztonsaganak és megfelel0 mindségének biztositasa érdekében a
romlast okoz6 és patogén mikroorganizmusok detektalasa alapvetd eljaras az élelmiszerek
vizsgalata soran. Ez azonban gyakran nem egyszerti feladat, pl. a szubletalisan karosodott,
valamint az €16, de nem tenyészthetd mikrobasejtek, esetenként a nagyszamu kiséré mikroba
mellett a korokoz6 €és a romlast okoz6é mikroorganizmusok megbizhatdé kimutatasa, vagy a
ritkdbban eléforduld, Gjonnan felbukkano torzsek, valamint szdmos baktérium terjedési
utvonalanak még tisztazatlan volta miatt. Az ¢élelmiszerek mikrobiologiai szennyezettségi
mértékének megallapitdsira nemzetkozi testiiletek altal szabvanyositott modszereket és
eljarasokat alkalmaznak.

Az ¢élelmiszerekben el6forduld mikrobak kimutatdsa hosszi multra tekint vissza. A
hagyomanyos tenyésztésen alapuld, szabvanyos kimutatdsi mddszerek az élelmiszerekben
jelenlévé €16 baktériumsejtek izolalasahoz ¢és szdmanak meghatidrozasdhoz specifikus
mikrobiologiai tdpkozegeket igényelnek. E moddszerek altaldban kelléen érzékenyek, mind
kvalitativ, mind kvantitativ adatokat szolgaltathatnak az ¢élelmiszermintdban jelenlévd
mikrobdk szdmat és természetét illetden. Azonban a hagyomanyos mddszerek igen id6- és
munkaigényesek, a szelektiv ¢s differenciald tapkdzegek nagyon koltségesek, az eredmények
gyakran csak tobb napos vizsgalatsorozatot kovetden értékelhetéek, mig a koérokozdk
biokémiai vagy szerologiai azonositasa tovabbi napokat vehet igénybe. Az élelmiszerekkel
szemben tamasztott fogyasztoi igények, az élelmiszer-biztonsagra vald torekvés, a modern
mindségbiztositasi rendszerek bevezetése ezért sziikségessé tette uj, gyors és megbizhatd
mikrobiologiai modszerek kidolgozasat és alkalmazasat. Ma mar a modszertani fejlesztések a
gyors, nem tenyésztésen alapuld, hanem nukleinsav alapti mddszerek iranyaba haladnak (pl.
virulenciagének PCR-es kimutatasa, hibridizacios technikdk, FISH).

9.6.1 Tej és tejtermékek mikrobiologiai vizsgalata

A tej szamos mikroorganizmus szamara kivalo taptalaj, nagy vizaktivitdsa, semleges
pH-ja és gazdag tdpanyagtartalma kedvezd a szaporodasukhoz. Azonban a friss tej szamos
természetes antimikrobidlis anyagot (pl. laktoperoxidazt, laktoferrint, lizozimet és specifikus
immunglobulinokat) is tartalmaz.

Egészséges allat esetén a tdgy mirigyallomanyaban képzddo tej még mikrobamentes,
de a frissen fejt tej, ha kis szdmban is, de mar tartalmaz mikroorganizmusokat: Bacillus,
Aerococcus, Staphylococcus fajokat, esetenként enterobaktériumokat tartalmaz. A
tejsavbaktériumok a szarvasmarha bdrének €s togyének normal biotdjdhoz tartoznak, igy
minden nyers tej, ha kis szamban is, de tartalmaz tejsavbaktériumokat. A hiitott tejben a
Pseudomonasok a dominansak. A mikrobialis szennyezddés forrasai lehetnek az istallo talaja,
a széna, a fli, a viz és a leveg0, tovabba a tejnyerés eszkozei.

A kiilonbo6z6 tejtermékek is tapanyagokban, kiillonosen fehérjékben és lipidekben
gazdagok, feldolgozasuknal hdkezelés (pl. pasztérozés) szerepel, és legtobbszor hiitve
tarolandok. Ennek megfeleléen a tejtermékek mikrobdk okozta romldsdban két {6 élettani
csoport jatszik szerepet: a hotlir6k, amelyek tilélik a pasztérdzést, valamint a pszichrotrofok,
amelyek 5-7 °C-on képesek szaporodni. Azonban a tejtermékek a romlast okoz6 mikrobakon
kiviil stlyos koérokozok hordozoi lehetnek (pl. Salmonella enterica, Campylobacter jejuni,
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Listeria monocytogenes, enterohemorragias E. coli O:157, Yersinia enterocolitica), melyek
kimutatasa elengedhetetlen.

A nyers tejben, illetve a tejtermékekben 1évé baktériumok szamanak meghatarozéasa
fontos informacidt nyujt az élelmiszer mikrobioldgiai allapotardl. Ha pl. az Osszcsiraszam
nagy, a tej nem tarthatod el sokaig, a kevés csirat tartalmazo termék huzamosabb ideig elall
(hiitétarolas sziikséges). A nagy osszesiraszam nem feltétleniil jelzi, hogy patogén
baktériumok vannak jelen, de a kis Osszcsiraszam sem zarja ki sziikségszertien a korokozok
jelenlétét (lasd  139. GYAKORLAT). A koérokozok jelenlétére kozvetlen specidlis
taptalajokon valdo kimutatasukon kiviil, az indikator baktériumok (pl. laktoz-pozitiv
koliformok) kimutatasa is utalhat.

139. GYAKORLAT
Tejtermékek osszcsiraszamanak meghatarozasa szélesztéssel tejporos tejagaron

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
nyers tej
3 napig hiitészekrényben tarolt pasztérozott tej
fél napig szobahOmérsékleten tarolt tej
féltartos tej
sajt
joghurt
kefir
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
tejporos tejagar Petri-csészében
steril dorzsmozsar
99 ml steril pepton-sé oldat lombikban
9 ml steril pepton-sé oldat kémcsévekben
pipetta, steril pipettahegyek
sz¢lesztobot (sterilezéshez alkohol)
Bunsen-¢go
laboratoriumi mérleg
steril vegyszeres kanal
kés
kémcsokevero (vortex)
termosztat
A vizsgélat menete
1. Mérjiink 1 ml tejet, vagy valamilyen tejterméket, illetve 1 g steril dorzsmozsarban
pépesitett sajtot 99 ml steril pepton-so oldathoz, majd homogenizéljuk vortex segitségével.
2. A mintakbol készitsiink 3 tagta 10-es Iéptékii higitasi sorozatot 9 ml-es steril pepton-
sO oldatokkal (lasd 25. GYAKORLAT).
3. Minden  higitdsi  tagb6l  szélessziink 0,1 ml-nyi  mennyiséget  (lasd
25. GYAKORLAT) feliratozott Petri-csészében 1év0 tejporos tejagar felszinére.
4. A szélesztéssel fert6ozott tdpagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 30 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.
5. Az inkubécios 1d6 elteltével végezziink csiraszam becslést (1asd 25. GYAKORLAT)
¢s telepmorfoldgiai vizsgélatokat (lasd 53. GYAKORLAT).

Az MRS taptalaj Tween 80-t, acetatot, magnéziumot ¢és mangant tartalmaz, a
Lactobacillus-ok Kimutatasara alkalmas (lasd 140. GYAKORLAT). Mivel ennek a
taptalajnak rendkiviil kicsi a szelektivitdsa, ezért mas tejsavbaktériumok pl. Pediococcus €s
Leuconostoc fajok tovabba egyéb, hasonld tulajdonsagli baktériumok is képesek noni rajta.
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Ezen a téaptalajon telepmorfologiai kiilonbségek alapjan a kiilonb6z6 tejsavbaktériumok
elkiilonitése nem lehetséges.

140. GYAKORLAT
Lactobacillus 6sszcsiraszam meghatarozas MRS agaron

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
tej, sajt, joghurt, kefir
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
MRS tapagar Petri-csészében
steril dorzsmozsar
99 ml steril pepton-sé oldat lombikban
9 ml steril pepton-sé oldat kémcsévekben
pipetta, steril pipettahegyek
sz¢élesztobot (sterilezéshez alkohol)
Bunsen-¢ég6
laboratoriumi mérleg
steril vegyszeres kanal
kés
kémcsokeverd (vortex)
termosztat
A vizsgalat menete
1. Mérjink 1 ml tejet, vagy valamilyen folyékony tejterméket, illetve 1 g steril
dorzsmozsarban pépesitett sajtot 99 ml steril pepton-s6 oldathoz, majd homogenizaljuk
vortex segitségével.
2. A mintakbol készitsiink 3 taga 10-es [éptékii higitasi sorozatot 9 ml-es steril pepton-
s6 oldatokkal (1asd 25. GYAKORLAT).
3. Minden  higitasi  tagbol  szélessziink 0,1 ml-nyi  mennyiséget  (lasd
25. GYAKORLAT) feliratozott Petri-csészében 1évé MRS tapagar felszinére.
4. A szélesztéssel fert6zott tdpagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 28 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.
5. Az inkubacios 1d6 elteltével végezziink csiraszdm  becslést  (lasd
25. GYAKORLAT) és telepmorfologiai vizsgalatokat (lasd 53. GYAKORLAT). MRS
agaron a Lactobacillus-ok altalaban fehér szinli, nagy méretl telepek formajaban figyelhet6k
meg.

A VRBG tapagar az ¢lelmiszerekbdl szarmazo Enterobacteriaceae csaladba
tartozo torzsek izolalasara és szamolasara kifejlesztett szelektiv téptalaj (lasd
141. GYAKORLAT). A kristdlyibolya és az epesavas sok széleskorben gatoljak a
baktériumok tobbségét. A taptalajban 1évd gliikoz bontasa savképzddéssel jar, amit vOrds
szinvaltozas ¢€s a telepek koriil az epesavak kicsapddasi zondja jelez. Az Enterobacteriaceae
csaladba tartozod fajok azaltal kimutathatok, hogy képesek gliikoz bontasra. A tapkdzeg
azonban nem specifikus ezekre a mikroorganizmusokra, mivel mads, szintén jelenlévd
baktériumok (pl. Aeromonasok) is mutatjak ezeket a reakciokat.

141. GYAKORLAT
Enterobacteriaceae dsszcsiraszam meghatarozas VRBG agaron

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
tej, sajt, joghurt, kefir

A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
VRBG tapagar Petri-csészében
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steril dorzsmozsar
99 ml steril pepton-sé oldat lombikban
9 ml steril pepton-sé oldat kémcsévekben
pipetta, steril pipettahegyek
sz¢élesztobot (sterilezéshez alkohol)
Bunsen-¢ég6
laboratoriumi mérleg
steril vegyszeres kanal
kés
kémcsdkeverd (vortex)
termosztat

A vizsgalat menete

1. Mérjiink 1 ml tejet, vagy valamilyen folyékony tejterméket, illetve 1 g steril
dorzsmozsarban pépesitett sajtot 99 ml steril pepton-s6 oldathoz, majd homogenizaljuk
vortex segitségével.

2. A mintakbol készitsiink 3 tagta 10-es [éptéki higitasi sorozatot 9 ml-es steril pepton-
s6 oldatokkal (1asd 25. GYAKORLAT).

3. Minden  higitasi  tagbol  szélessziink 0,1 ml-nyi  mennyiséget  (lasd
25. GYAKORLAT) feliratozott Petri-csészében 1évéo VRBG tapagar felszinére.

4. A szélesztéssel fertozott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 28 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.

5. Az inkubéciods 1d6 elteltével végezziink csiraszam becslést (lasd 25. GYAKORLAT)
¢s telepmorfologiai vizsgalatokat (lasd 53. GYAKORLAT). Az Enterobacteriaceae csalad
tagjai sotétvoros szinll, kerek, vords kicsapodasi zonaval koriilvett telepeket képeznek, mig
masok altalaban szintelen telepek forméjaban jelennek meg.

A Sabouraud gliikéz tapagar a gombak optimalis ndovekedésére szolgal viszonylag
nagy szénhidrat tartalméanak kdszonhetden (lasd 142. GYAKORLAT). Olyan komponenseket
nem tartalmaz, amelyek szelektiven gitolnak a nem kivanatos mikrobiota novekedését. A
pH 5,6 gatolja a baktériumok ndvekedését; ez a hatas fokozhatd szélsdséges pH-értékek
(pl. 3,5 vagy 10,0) alkalmazésaval.

142. GYAKORLAT
Gomba osszcsiraszam meghatarozasa Sabouraud gliikoz agaron

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
tej, sajt, joghurt, kefir

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
Sabouraud gliikoz tapagar Petri-csészében
steril dorzsmozsar
99 ml steril pepton-s6 oldat lombikban
9 ml steril pepton-so oldat kémcsdvekben
pipetta, steril pipettahegyek
sz¢lesztdbot (sterilezéshez alkohol)
Bunsen-¢g6
laboratériumi mérleg
steril vegyszeres kanal, kés
kémcsdkeverd (vortex)
termosztat

A vizsgélat menete

1. Mérjiink 1 ml tejet, vagy valamilyen folyékony tejterméket, illetve 1g

213



dorzsmozsarban pépesitett sajtot 99 ml steril pepton-s6é oldathoz, majd homogenizaljuk
vortex segitségével.

2. A mintakbol készitstink 3 tagta 10-es [éptéki higitasi sorozatot 9 ml-es steril pepton-
sO oldatokkal (lasd 25. GYAKORLAT).

3. Minden  higitdsi  tagbol  szélessziink 0,1 ml-nyi  mennyiséget  (lasd
25. GYAKORLAT) feliratozott Petri-csészében 1évo Sabouraud gliikkdz tapagar felszinére.

4. A szélesztéssel fertozott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 28 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.

5. Az inkubacids 1d6 elteltével végezziink csiraszam becslést (lasd 25. GYAKORLAT)
¢s telepmorfoldgiai vizsgalatokat (lasd 53. GYAKORLAT).

Tejbdl és tejtermékekbdl (sajtbol, joghurtbol, kefirbdl) a Streptococcus 6sszcsiraszam
meghatarozasat Szita-féle E-67 taptalajon végezhetjiik el (lasd 124. GYAKORLAT).

Mig a tej Osszcsiraszdm meghatarozasa szélesztéses technikaval tapagar lemezeken a
legjobb esetben is 24 orat igényel, addig a biokémiai tesztekkel a pozitiv eredmény par ora
alatt ismertté valik. A tej biokémiai aktivitas vizsgalatok kozé tart6zo reduktdz tesztek
(metilénkék, rezazurin, trifenil-tetrazolium-klorid [TTC] és nitrat redukciés probak)
tajékoztato jellegli vizsgalatok, melyek egyszerli eszkdzokkel, rovid id6 alatt kivitelezhetok
(lasd 143. GYAKORLAT). A tejnyerés ¢és tejkezelés higiénés koriilményeinek vizsgalatara
kivéaloan alkalmasak. Ha a tejmintaban sok az €16 és aktivan tevékenykedd baktérium, akkor
kevés az oldott oxigén az aerob és fakultativ anaerob szervezetek szdmara. Amennyiben
ilyenkor jelen van valamilyen redox indikator, pl. metilénkék, rezazurin, vagy TTC, akkor az
indikator szinvaltozasabol kovetkeztethetiink a redukcidés folyamatokra, a fertézottség
mértékére. A redukalt TTC szine piros, a redukalt metilénk szintelen és a redukalt rezazurin
rozsaszin (10. tablazat).

A nitrat redukcids proba a tejek koliform szennyezettségének kimutatisara alkalmas.
Ha a tejben csak Lactobacillusok vannak, akkor nitrat redukcios teszttel nem tapasztalhato
szinvaltozas, mivel ezek a szervezetek nem redukaljdk a nitrdtot. Ha a teszt soran tej
rézsaszinlivé, vagy meggypirossa valik, ez a tej koliformokkal valo fertézottségére utal.

10. tablazat A tej mindsitése metilénkék és rezazurin redukcids proba alapjan

A tej mindsége Metilénkékes préba® Rezazurinos préba®  Csiraszam/ml
I.Jo >330 halvanykék <5x10°
I1. Kozepes 330-120 halvanylila 5x103-4x10°
I11. Rossz 120-20 rozsaszin 2x107
IV. Nagyon rossz <20 szintelen >2x10’

Magyarézat: ?, az elszintelenedési idd percben; °, a rezazurinos tej szine 37 °C-on 30 perc utan

143. GYAKORLAT
Mikrobialis aktivitas meghatarozasa tejben biokémiai aktivitas alapjan

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
nyers tej
3 napig hiitészekrényben tarolt pasztorozott tej
fél napig szobahdmeérsékleten tarolt tej
A vizsgélathoz sziikséges anyagok €s eszk6zok
steril kémcsovek
1% (m/V) TTC (trifenil-tetrazolium-klorid) oldat 96%-os etanolban frissen
oldva
0,05% (m/V) rezazurin vizes oldata (steril)
1% (m/V) metilénkék vizes oldata (steril)
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nitrit reagens (Griess-Ilosvai reagens)
kémcsdkeverd (vortex)
pipetta, steril pipettahegyek
Bunsen-¢ég6
35 °C-os vizfiirdd
A vizsgélat menete
TTC redukcios proba
1. Steril kémcsébe mérjiink 5 ml tejet €s adjunk hozza 0,5 ml TTC oldatot. Az oldatot
frissen készitsiik el, mert bomlik. Inkubaljuk szobahdmérsékleten és jegyezziik fel hany perc
alatt valtozik meg az oldat szine. Néhany perc utani intenziv piros szin magas csiraszamot,
rossz mindségi tejet jelez.
Metilénkek és rezazurin redukcios proba
1. Steril kémcsovekbe mérjiink 10-10 ml tejet, és adjunk hozza 1-1 ml 0,05%-0s
rezazurin illetve 1 %-os metilénkék oldatot. Zarjuk le dugoval a kémcsoveket, €s Osszerazas
utan helyezziik 35 °C-os vizfiirddbe. Az indikatorok szinvéltozasa jelzi a redukcidt.
Figyeljiilk meg a tejben 1évé indikator szinvaltozasat, ellendrizziik féléranként. A minta
pozitivként értékelhetd, ha a tej 4/5-én szinvaltozas mutatkozik (10. tablazat).
Nitrat redukcios proba
1. Steril kémcsObe mérjiink 10 ml tejet és 2 ml nitrit-reagenst, majd 5 perc utan
értékeljiik a reakciot.

9.6.2 Huskészitmények mikrobiologiai vizsgalata

A szinhls izomszovet Osszetételét nézve jelentds aranyban tartalmaz fehérjét, tovabba
szénhidratokat, zsirokat, vitaminokat és asvanyi anyagokat, 74-80%-ban pedig kotott és
szabad vizet (utobbi megfelel ~ 0,99 vizaktivitdsnak). A husszovet a baktériumok és egyéb
mikroorganizmusok idealis tapkozege, kedvezd a szaporodasukhoz. A nyers his ennek
kovetkeztében gyorsan romlik, hacsak ezt valamilyen feldolgozasi és tartdsitdsi modszerrel
meg nem gatoljak. A huskészitmények mikrobiologiai vizsgalata fontos, a husokon
el6forduld mikroorganizmusok nemcsak romlast okozhatnak, hanem a fogyasztd egészségét is
veszélyeztethetik (lasd 144. GYAKORLAT). A huskészitmények termékcsoportjai rendkiviil
valtozatosak, mind Osszetételiket ¢és  gyartadstechnologidjukat, kovetkezésképpen
mikrobiologiai tulajdonsagaikat tekintve. A készitmények tobbségének tartositasa érdekében
mikrobapusztitdé vagy szaporodast gatldo miiveleteket alkalmaznak (pl. fagyasztas, hokezelés,
pacolas, fiistolés), ritkdbban a mikrobdk (els6sorban tejsavbaktériumok) erjesztd
tevékenységét hasznositjak a tartositas eldsegitésére.

144. GYAKORLAT
Osszcsiraszam meghatarozas szélesztéssel huspepton tapagaron

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
nyershus vagy huskészitmény

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
huspepton tapagar Petri-csészében
dugattyts homogenizator
99 ml-es steril viz lombikban
9 ml-es steril viz kémcsdvekben
pipetta, steril pipettahegyek
sz¢lesztdbot (sterilezéshez alkohol)
Bunsen-¢ég6
laboratériumi mérleg
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steril vegyszeres kanal
kés
kémcsokeverd (vortex)
termosztat
A vizsgélat menete
1. 1 g-nyi nyershust vagy huskészitményt homogenizaljuk dugattyts eljarassal, majd
adjuk hozza 99 ml steril desztillalt vizhez €s keverjiik el vortex segitségével.
2. A mintdkbol készitsiink 4 tagi 10-es Iéptékii higitasi sorozatot (lasd
25. GYAKORLAT).
3.Minden  higitasi  tagbol  szélessziink 0,1 ml-nyi  mennyiséget  (lasd
25. GYAKORLAT) feliratozott Petri-csészében 1évo hiispepton tapagar felszinére.
4. A szélesztéssel fertdzott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 30 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.
5. Az inkubaciods 1d0 elteltével végezziink csiraszam becslést (1asd 25. GYAKORLAT)
¢s telepmorfologiai vizsgalatokat (lasd 53. GYAKORLAT).

A BPL agar (Brillant-green phenol-red lactose agar), mint szelektiv taptalaj alkalmas
Salmonellak 1izolalasara székletbdl, vizeletbdl, husbol, tejbdl és egyéb anyagokbdl (lasd
145. GYAKORLAT). A taptalaj laktozt tartalmaz, amelynek savva bontdsat a fenolvoros
indikator sarga szinvaltozésa jelzi. Ligos kozegben az indikéator szine mélyvords. A laktdz-
negativ Salmonellak (esetenként Proteusok ¢és Citrobacterek) ezen a taptalajon atlatszo
halvanyr6zsaszin telepeket képeznek vords zonaval koriilvéve. A mintdban jelenlévd egyéb
Gram-pozitiv mikroorganizmusokat és a Shigellakat a brillantz6ld nagymértékben gatolja.

145. GYAKORLAT
Laktoz negativ baktériumok osszcsiraszam meghatarozasa BPL agaron

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
nyershus vagy huskészitmény
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
BPL tapagar Petri-csészében
dugattyus homogenizétor
99 ml-es steril viz lombikban
9 ml-es steril viz kémcsovekben
pipetta, steril pipettahegyek
sz¢lesztdbot (sterilezéshez alkohol)
Bunsen-¢ég6
laboratériumi mérleg
steril vegyszeres kanal
kés
kémcsokeverd (vortex)
termosztat
A vizsgélat menete
1. 1 g-nyi nyershtst vagy huskészitményt homogenizaljuk dugattyls eljarassal, majd
adjuk hozza 99 ml steril desztillalt vizhez és keverjiik el vortex segitségével.
2. A mintdkbol készitsiink 4 tagi 10-es 1éptékii higitdsi sorozatot (lasd
25. GYAKORLAT).
3. Minden  higitdsi  tagb6l  szélessziink 0,1 ml-nyi  mennyiséget  (lasd
25. GYAKORLAT) feliratozott Petri-csészében 1évé BPL tapagar felszinére.
4. A szélesztéssel fert6ozott tdpagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 30 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.
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5. Az inkubacios id6 elteltével végezziink csiraszdm  becslést  (lasd
25. GYAKORLAT) és telepmorfologiai vizsgalatokat (lasd 53. GYAKORLAT). A szelektiv
taptalajon a laktozt nem bontok (Salmonella, esetenként Proteus ¢és Citrobacter)
halvanyrézsaszin, atlatszo, vords zondval korilvett, mig a laktozbontok (pl. E. coli,
Enterococcusok, Klebsiellak) sargaszold, opalos, sargaszold zonaval koriilvett telepeket
képeznek.

A Gram-pozitiv, endosporas  Clostridiumok mindeniitt eldfordulnak a
kornyezetiinkben. FO leldhelytik a talaj, de megtalalhatok szennyvizekben, felszini vizekben,
iiledékekben, porban. Egyes fajok az ember ¢és allatok bélcsatorndjanak allandé lakoi. Szamos
fajuk ¢élelmiszerek szennyezddését okozza. Jelenlétiikbdl, nagysagrendjiikbdl kovetkeztetést
vonhatunk le az alapanyagok mikrobioldgiai mindségérdl, a gyartészemélyzet, a
gyartéeszkozok higiénés allapotardl, a késztermék tarolasarol és szallitdsarol (lasd
146. GYAKORLAT).

A szennyezddést jelzd Clostridiumok nagy szama figyelmeztet az esetleg jelenlévd
kisszamu, vagy sériilt, rutinvizsgalattal nem kimutathaté patogénekre, példaul ¢lelmiszereknél
a magas szulfitredukald Clostridium szamnal gondolni kell a toxintermeld Clostridiumokra.
Elelmiszereink szempontjabol a két legfontosabb a C. botulinum, amelynek idegrendszerre
hato, stlyos tiineteket, esetenként haldlt okozé rendkiviil mérgezé neurotoxinjai okozzék az
ételmérgezést és az enterotoxint termeld C. perfringens, amely patogenitdsdhoz bizonyos
nagysagrend feletti csiraszam sziikséges az ¢lelmiszerben.

146. GYAKORLAT
Clostridiumok kimutatasa Wilson-Blair-féle bizmut-szulfit agaron

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus
nyershus vagy huskészitmény
A vizsgalathoz sziikséges anyagok ¢és eszkzok
Wilson-Blair-féle bizmut-szulfit tapagar Petri-csészében
dugattyis homogenizator
99 ml-es steril viz lombikban
9 ml-es steril viz kémcsovekben
pipetta, steril pipettahegyek
sz¢lesztdbot (sterilezéshez alkohol)
Bunsen-¢ég6
laboratériumi mérleg
steril vegyszeres kanal
kés
kémcsOkeverd (vortex)
anaerob zacsko
foliahegesztd
anaerob tenyésztéedény
termosztat
A vizsgélat menete
1. 1 g-nyi nyershust vagy huskészitményt homogenizaljuk dugattyls eljarassal, majd
adjuk hozza 99 ml steril desztillalt vizhez és keverjlik el vortex segitségével.
2. A mintdkbol készitsiink 4 tagi 10-es 1éptékii higitdsi sorozatot (lasd
25. GYAKORLAT).
3. Minden  higitdsi  tagb6l  szélessziink 0,1 ml-nyi  mennyiséget  (lasd
25. GYAKORLAT) feliratozott Petri-csészében 1€v6 Clostridium tapagar felszinére.
4. Helyezziik a Petri-csészéket anaerob zacskoba, vagy anaerob tenyésztéedénybe.
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5. A tenyészeteket inkubaljuk 1 hétig 28 °C-on.

6. Az inkubacids 1d6 elteltével végezziink csiraszam becslést (lasd 25. GYAKORLAT)
¢s telepmorfoldgiai vizsgalatokat (lasd 53. GYAKORLAT). A téptalajon a HS-pozitiv
Clostridiumok vas-szulfid képz6dés kovetkeztében fekete szinti telepeket képeznek.

Nyershusbol és huskészitményekbdl a laktéz pozitiv baktériumok osszcesiraszam
meghataroziasat Endo-agaron (lasd 121. GYAKORLAT), az Enterobacteriaceae
osszcsiraszam meghatarozasat VRBG agaron (lasd 141. GYAKORLAT), a Lactobacillus
Osszcsiraszam meghatarozasat MRS tiapagaron (lasd 140. GYAKORLAT), a gomba
osszcsiraszam meghatarozast Sabouraud gliikoz taptalajon végezhetjik el (lasd
142. GYAKORLAT).

9.6.3 Novényi ¢élelmiszerek mikrobioldgiai vizsgalata

A novényi eredetii élelmiszerek mar a termesztésnél szennyezOdhetnek romlést
okozo, vagy ¢éppen egészségre karos baktériumokkal, virusokkal, protozoonokkal,
penészgombakkal, féregpetékkel. Ezek fOleg a talajbol, tragyabol szarmaznak, de
kozvetitddhetnek szennyvizes ontozéssel is. A ragcsalok, a madarak, a rovarok ugyancsak
terjeszthetik a mikrobdkat. A szedés, szallitas, tarolas és a feldolgozas koriilményei tovabbi
mikrobalis szennyezésre adhatnak lehetdséget. A tarolds homérséklete nagymértékben
befolyasolja, hogy melyik korokozd szaporodhat el a ndvényi élelmiszeren (lasd
147. GYAKORLAT).

A kozvetlen fogyasztasra keriil6 zoldségek és gylimolesok koziil a legnagyobb veszElyt
azok a termények jelentik, amelyeknek a foldben 1€v0, vagy a talaj feletti részét fogyaszthatjuk
(pl. fejes salata, sargarépa, foldieper). A talajban (gumok, gyokerek) €s a talaj kozelében fejlodo
novényi részek mikrobiotajanak Osszetétele hasonld a talajéval, de ezek kozott lehetnek akar
kérokozok is (pl. Salmonellak, Clostridiumok).

A talaj felszinétdl tavolabbi novényi részeket (pl. szar, levél, bimbo, virag) sajatos
Osszetétell, sok tekintetben ma még kevésbé ismert epifiton mikrobidlis kozosségek népesitik
be, és foként porral, csapadékkal, rovarok kozvetitésével szennyezddnek. Legjobban a levelek
feliiletének, az un. filloszférdnak a mikrobakozossége ismert. A levélfeliilet és a novény
kornyezete kozott aktiv anyagcesere zajlik, melybe pozitiv (hasznos) vagy negativ (karos),
esetleg neutralista modon az epifiton mikrobdk is bekapcsolddnak. A levélfelszin kémiai
tulajdonsagait a fajonként valtozé mennyiségii viaszréteg szabalyozza. A novények leveleibdl
vizes oldatok, igy az esOviz, harmat, kod, valamint para hatdsara kiilonb6z0, akar a mikrobak
szamara is hasznos anyagok mosodnak ki (pl. d4svanyi anyagok, cukrok, cukoralkoholok,
aminosavak, gibberellinek, vitaminok, alkaloidok, fenolvegyiiletek). A leveleken ¢és altalaban
a novények fold feletti részein a legnagyobb szamban baktériumok élnek, ezeket kovetik
sorrendben €lesztdk, penészek €s sugargombak.

A nyersen fogyasztott zoldségekkel és gylimolcsokkel kozvetitett megbetegedések
szama vilagszerte jelentds. A betegség okozoja tobbnyire olyan enteralis patogén baktérium
(elsésorban Salmonella és E. coli), ami az élelmiszerben a fogyasztast megel6zden el tudott
szaporodni, vagy eleve kicsi az infektiv dozisa. Emberi vagy allati eredeti szennyvizzel valo
ontdzés, vagy tragyazas esetén gyakran izolalhatok Salmonella szerotipusok, Shigella vagy E.
coli torzsek a zoldségek és gylimolesok feliiletérdl. A Listeria monocytogenes a talajban és a
ndvényi vegetacidban mindeniitt megtalalhatd és hosszu ideig életképes. Hiitott koriilmények
kozott 1s tud szaporodni, €s a modositott atmoszféras tarolds nem befolyasolja szaporodasi
sebességét, igy a nyers zOldségfélék forrdsai lehetnek a humdn liszteridzisnak. Az
endosporaképzd baktériumok koziil a Bacillus cereus és a talaj eredetli szennyezddésbol
szarmazo Clostridium botulinum el6fordulasaval is szamolni kell. A nyersen fogyasztott,
sz€klettel szennyezddott zoldségfélék a baktériumok mellett szennyezettek lehetnek
féregpetékkel (pl. Ascaris, Taenia) és virusokkal (pl. hepatitisz, polimielitisz, norovirus).
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147. GYAKORLAT
Friss novényi élelmiszerek dsszbaktériumszam meghatarozasa
hispepton, keményito-kazein, brolacin és Sabouraud gliik6z tapagaron
A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
novényi levelek
gylimolcsok
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
huspepton tapagar lemez
keményité-kazein tdpagar lemez
brolacin tapagar lemez
Sabouraud-gliik6z tdpagar lemez
99 ml steril viz lombikban
9 ml steril viz kémcsében
pipetta, steril pipettahegyek
szélesztébot (sterilizadlashoz alkohol)
Bunsen-¢go
vonalz6
steril ollo
steril csipesz
steril vattatampon
96%-0s alkohol
kémcsokeverd (vortex)
termosztat
A vizsgélat menete

1. Szamoljuk ki a mintavételhez kijelolt novényi felillet nagysagat. Steril
vattatamponnal dorzsoljik le a kivalasztott levelek, illetve gylimolcsok eldre kijelolt
feliiletérol a mikrobakat és mossuk bele a 99 ml-nyi steril desztillalt vizbe.

2. Vortex segitségével homogenizaljuk a szuszpenziot.

3. Készitsiink 4 taghh 10-es léptékii higitasi sorozatot (lasd 25. GYAKORLAT) a
mintakbol.

4. Minden higitasi tagbol 0,1 ml mennyiséget szélessziink (lasd 25. GYAKORLAT)
feliratozott Petri-csészében 1évo huspepton, keményitd-kazein, brolacin és Sabouraud tapagar
felszinére.

5. A szélesztéssel fert6zott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 28 °C-os termosztatba, ¢és inkubaljuk 1 hétig.

6. Az inkubacids 1d0 elteltével végezziink csiraszam becslést (1asd 25. GYAKORLAT)
¢s telepmorfologiai vizsgélatokat (lasd 53. GYAKORLAT).

A gyorsfagyasztott novényi élelmiszerekre kiilondsen érvényes, hogy a jo
mikrobiologiai mindség feltétele a kivald nyersanyag ¢€s a kifogéstalan tizemi higiénia (lasd
148. GYAKORLAT és 149. GYAKORLAT).

A z0ldség kiilsd részeinek eltdvolitdsa (pl. a borso kifejtése) a mikrobak
szaporodasanak kedvez, a moséas 4ltaldban csak csekély mértékben csokkenti a
mikrobaszamot. A zoldségeket fagyasztas eldtt rendszerint eléf6zik (blansirozzak) az enzimek
inaktivalasa és a mindségi paraméterek megdrzése céljabol. A 90-100 °C-on végzett néhany
perces hdkezelés 2-3 nagysagrenddel csokkenti a mikrobalis szennyezettséget, de ekdzben
megvaltozik a nyersanyag allapota, szerkezete, és az Osszetevok a mikroorganizmusok
szamara jobban hozzaférhetdvé valnak. Igy az el6fozés utan a mikrobioldgiai veszély
elharitasa végett a lehetd legrovidebb id6 alatt kell lehiiteni és fagyasztani a terméket. Az
¢lelmiszerek fagyasztasakor az alacsony homérséklet és a kis vizaktivitds nemcsak kizarja a
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mikroorganizmusok szaporodasat, hanem részben el is pusztitja 6ket. A fagyasztas, tarolas €s
felengedés kozben sok tényezd befolyasolja a mikrobapusztulast. Az élelmiszer eredeti
tulajdonsagait jobban megorz6 fagyasztasi mod elényds a mikroorganizmusok tulélésére is. A
termék Osszetevéi kozil némelyek védé hatastak, masok fokozzdk a pusztulast. A
mikroorganizmusok ellenalloképessége a fagyasztas hatdsaival szemben nagyon kiilonbozik a
faj és az ¢lettani allapot szerint.

A fagyasztott z6ldségek mikrobaszama atlagosan 10%-10° CFU/g. Gyakran izolalhatok
Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus fajok, valamint mikrokokkuszok ¢és tejsavbaktériumok.
Elesztd- és penészgombak altalaban kisebb szamban fordulnak el, mint a baktériumok. A
mikrobidta nagy része a feldolgozd vonal berendezéseirdl szarmazik, szdmuk az ilizem
higiéniai gyakorlatat tiikrozi. Patogén baktériumok eldforduldsa viszonylag ritka, mivel a
vegetativ baktériumsejtek nem élik til az el6fozést, masrészt a tuléld sejtek nem képesek
szaporodni a fagyasztds homérsékletén, tovabba a termékeket a fogyasztas eldtt tobbnyire
megfozik. Patogének (pl. Salmonella enterica, E. coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes) jelenléte stlyos higiéniai hianyossagokra, vagy az el6fozés elégtelenségére
utal.
¢retlen allapot, és maga a gyliimolcs fajtaja. A gyiimolesok héja a mikroorganizmusokkal
szemben némi védelmet jelent, de ha sériil a héj, vagy a dorzsoléssel-lemosassal eltavolitott
viaszréteg miatt a mikrobak behatoldsa felgyorsul. A f6ldhoz kozel 1évo, alacsonyan fekvo
gylimolcsok (pl. szeder, foldieper, malna) mikrobiotdja a zoldségekhez hasonld. A magasan
termd gylimolcsok (pl. alma, cseresznye) viszonylag tisztdbbak, mert a nap ultraibolya sugarai
fertdtlenitik a porral, rovarokkal, a madarak székletével felsziniikre keriilt szennyezddést.
Gyimolcsok feliiletén jellemzé moddon megtalalhatok a tejsavbaktériumok, élesztok,
penészgombaspordk. A foldes art feliiletére tapadt talajszemcséken baktériumok sejtjei,
endosporai, penészek fonalai, spdrai, protozoonok cisztai, férgek petéi, larvai fordulhatnak
eld.

A legtobb fagyasztott gyiimolcsot nyersen fogyasztjak, mivel az el6fézés puhdva
tenné. A gylimolcsokon eredetileg jelen 1évé mikroorganizmusok nagy része taléli a
fagyasztasi-felengedési folyamatot. A szeletelt, magozott, passzirozott termékek a feldolgozo
vonalon is szennyezddhetnek. Cukor adagoldsa mikrobiologiai szempontbdl egyarant lehet
kedvezd, vagy kedvezdtlen, mivel eldsegitheti a mikrobak tualélését. A gyorsfagyasztott
gyliimdlcsok leggyakrabban penészspordkat, élesztdgombdakat és tejsavbaktériumokat
tartalmaznak, amelyek a felengedés utan a termék romléasat okozhatjak.

148. GYAKORLAT
Fagyasztott novényi élelmiszerek o6sszbaktériumszam meghatarozasa
huspepton, Endo és Szita-féle E-67 tapagaron

A vizsgalat targya, a vizsgalt mikroorganizmus

mirelit zoldség €s gylimodlcs
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszkdzok

huspepton tapagar

késes homogenizator

180 ml steril pepton-so6 oldat

9 ml steril viz kémcsében

pipetta, steril pipettahegyek

sz¢lesztdbot (sterilizalashoz alkohol)

Bunsen-¢ég6

laboratériumi mérleg

steril orailiveg
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steril kanal
kémcsdkeverd (vortex)
termosztat
A vizsgélat menete
1. A mélyhiitott terméket taroljuk 15 °C-on 12 6raig. majd mérjiink ki beldle 20 g-nyi
mennyiséget, ¢s homogenizaljuk késes homogenizatorban 180 ml pepton-sé oldattal.
2. Készitslink 4 tagu 10-es 1éptékii higitasi sorozatot (lasd 25. GYAKORLAT) a
mintakbol.
3. Minden higitasi tagbol 0,1 ml mennyiséget szélessziink (lasd 25. GYAKORLAT)
feliratozott Petri-csészében 1évo nutrient, Endo és Szita-féle E-67 tapagar felszinére.
4. A szélesztéssel fertozott tapagar lemezeket forditott helyzetben (fedeliikkel lefelé)
helyezziik 28 °C-os termosztatba, és inkubaljuk 1 hétig.
5. Az inkubacids 1do elteltével végezziink csiraszam becslést (lasd 25. GYAKORLAT)
¢s telepmorfoldgiai vizsgalatokat (lasd 53. GYAKORLAT).

149. GYAKORLAT
Fagyasztott novényi élelmiszerek anaerob sporas baktériumainak kimutatasa

A vizsgalat targya, a vizsgélt mikroorganizmus
mirelit zoldség €s gyiimdlcs
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
Wilson-Blair-féle bizmut-szulfit tapagar Petri-csészében
késes homogenizator
180 ml steril pepton-so6 oldat
9 ml steril viz kémcsében
pipetta, steril pipettahegyek
szélesztébot (sterilizadlashoz alkohol)
Bunsen-¢go
laboratoriumi mérleg
steril 6railiveg
steril kanal
kémcsdkeverd (vortex)
anaerob zacsko
foliahegesztd
anaerob tenyésztdedény
termosztat
A vizsgélat menete
1. A mélyhiitott terméket taroljuk 15°C-on 12 6rdig, majd mérjlink ki beldle 20 g-nyi
mennyiséget, €s késes homogenizatorban homogenizaljuk 180 ml pepton-so6 oldattal.
2. Készitslink 4 tagi 10-es 1éptékli higitdsi sorozatot (lasd 25. GYAKORLAT) a
mintakbol.
3. Minden higitasi tagbol 0,1 ml mennyiséget szélessziink (lasd 25. GYAKORLAT)
feliratozott Petri-csészében 1évd Wilson-Blair-féle bizmut-szulfit tapagar felszinére.
4. Helyezziik a Petri-csészéket anaerob zacskoba, vagy anaerob tenyésztéedénybe.
5. A tenyészeteket inkubaljuk 1 hétig 28 °C-on.
6. Az inkubacids 1d6 elteltével végezziink csiraszam becslést (lasd 25. GYAKORLAT)
¢s telepmorfologiai vizsgalatokat (lasd 53. GYAKORLAT). A téaptalajon a H:S-pozitiv
Clostridiumok vas-szulfid képzédés kovetkeztében fekete szinli telepeket képeznek.
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10 BIOTECHNOLOGIAI ES FERMENTACIOS ELJARASOK LABORATORIUMI
KONTROLLJA

A biotechnoldgia a klasszikus megfogalmazasban olyan gyartasi eljarast jelent,
amelyben valamilyen €16 szervezet, vagy annak alkotorészei (pl. enzimek) végzik a termékek
eloallitasat. Hagyomanyos biotechnoldgiai eljardsoknak tekinthetok a "mikrobialis
fermentaciokra" alapozott technologidk, amelyek soran a mikroorganizmusokkal mesterséges
koriilmények kozott fermentorokban (aerob vagy anaerob kornyezetben) kiilonb6zo
anyagokat, igy pl. antibiotikumokat, citromsavat, alkoholokat (elsddleges vagy masodlagos
anyagcsere termékeket) termeltetnek. Napjainkban a rekombindns DNS-technikak
felhasznalasaval lehetdség nyilt kiilonféle vegyiileteknek (pl. inzulin, ndvekedési hormon,
interferon) az ember altal bizonyos célbol megvaltoztatott, genetikai programjukban
modositott €16 szervezetek felhasznaldsaval torténd eldallittatasara.

A mikrobialis anyagcseretermékek két csoportba oszthatok, elsédleges és masodlagos
metabolitokra. Az elsddleges anyagcseretermékek a novekedési fazisban (trofofazisban)
szintetizalddnak, a sejtek életéhez és szaporodasasahoz nélkiilozhetetlenek (pl. aminosavak,
nukleotidok, etanol és szerves savak). Az iparban az etanol termeltetés immobilizalt
Saccharomyces cerevisiae sejtekkel torténhet (lasd 150. GYAKORLAT). Az immobilizalt
sejt-technika alkalmazasanak szamos elénye van a szabad sejtes technikakkal szemben, igy
példaul nagyobb sejtsiirliség érhetd el, a mikrobialis biomassza tobbszor ismételve
felhasznalhatd, a folyamatos iizemeltetéssel miikodé fermentacional nagy atfolyasi
sebességeket lehet alkalmazni, a nagy atfolyasi sebességek mellett kisebb a mikrobafertdzés
veszélye és a termék konnyen tisztithat6. Az immobilizacids technikdkat harom csoportra
oszthatjuk: hordozéhoz kotés, keresztkotés és befogds (81. dbra). A hordozéhoz kotés
technikajanak az az alapja, hogy szilard feliilethez adszorpcidval, ionos vagy kovalens
kotéssel megkotik a sejteket vagy enzimeket. A keresztkotési modszernél két vagy tobb
funkcios csoportii reagenssel, mint példaul a glutaraldehiddel vagy toluol-izotiocianattal
immobilizalhatok a sejtek, vagy az enzimek. A befogasos eljarasnal polimer anyagba
kotddnek a sejtek. Erre a célra leggyakrabban hasznalt polimer a poliakrilamid gél, az alginat
gél és az UV-sugarzassal térhaldsitott gyantak.

150. GYAKORLAT
Immobilizalt sejt-technika alkalmazasa alkoholos fermentacioban

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Saccharomyces cerevisiae sejtszuszpenzio (kb. 25 g nedves sulyt sejttomeg)
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
pipetta, steril pipettahegyek
gliikoz tapleves
malata tapleves
50 ml 4 tdmeg %-os alginat oldat
50 ml 0,05 M-os CaClz-oldat (pH 6-8)
szemcseppento
kaliumdikromat oldat
kémcso
termosztat
A vizsgdlat menete
1. 50 ml feliratozott Saccharomyces cerevisiae sejtszuszpenzidt sterilen keverjlink
0ssze 50 ml 4 tomeg %-os alginat oldattal.
2 A keverékbdl csepegtessiink maximum 3 mm atmérdji cseppeket a 0,05 M-os 37°C-
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os CaClz-oldatba.

3. Szilarditsuk egy o6ra hosszat 20-22°C-on az immobilizalt sejttomeget.

4. Az immobilizalt sejttdmeget ezt kovetden stabilizaljuk 4°C-on egy éjszakan at.

5. Az immobilizalt sejtekkel oltsuk be a gliik6z és a malata taplevest.

6. A beoltott tapleveseket inkubaljuk 28°C-os termosztatban 1 hétig.

7. Az inkubacids id6 elteltével Ontsiink a fermentlébdl 2 ml-t egy iires kémesdbe, €s
csepegtessiink bele 6-8 csepp kaliumdikromat reagenst.

8. Ertékeljiik ki a teszt eredményét. Pozitiv reakcio esetén a kaliumdikromat aldehiden
at karbonsavig oxidalja az alkoholt, mikézben a krom +6-0s oxidacios allapotbodl (barna) +3-
as oxidaciods allapotig redukalodik (zold).

9. Hasonlitsuk 0ssze a kétféle tapleves alkalmazasaval kapott eredményt.
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81. abra Immobilizalt sejt-technika

Sejtek hordozohoz kotésének valtozatai: kovalens kotés (a), adszorpcids rdgzités (b), gélbefogasos kotés (c), keresztkotés (d).

A masodlagos metabolitok az intenziv ndvekedési fazist kovetden az idiofazisban
keletkeznek. A sejtek ilyenkor valtozdsokon mennek keresztiil, replikacidjuk nem miikodik,
aminek oka lehet tapanyaghiany, toxikus anyagok felhalmozo6désa, oxigénhidny vagy mas
korlatoz6 tényez6. Ekkor indulnak be olyan masodlagos anyagcsereutak, melyeknek termékei
nem esszencialisak a sejtalkotorészek szintéziséhez, a ndvekedéshez, illetve a szaporodashoz.
Ezek a sejtekben vagy a tapkozegben halmozodnak fel, kémiai szerkezetiik és élettani hatasuk
(pl. antibiotikumok, mikotoxinok) eltérd.

Napjainkban a citromsavat (2-hidroxi-propan-1,2,3,-trikarbonsav) mikrobioldgiai titon
az Aspergillus niger ¢és az Aspergillus wentii segitségével allitjak eld. A termelésben a
legfontosabb szénforrds a gliikoz. A tenyésztés soran a rendelkezésre allo gliikkoz egy része a
trofofazisban micéliumképzésre, mig az idiofazisban citromsav termelésre hasznalodik fel
(lasd 151. GYAKORLAT).
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151. GYAKORLAT
Citromsavtermelés razatott tenyészetben

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
Aspergillus niger tenyészet Petri-csészében
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
pipetta, steril pipettahegyek
Biirker-kamra
vékonyréteg kromatografias lemez (kb. 5 x 4 cm-es lemez)
mikrokapillaris
festokad
csipesz
hajszarito
citromsav termeltetd tapleves
futtatdszer (benzol-metanol-ecetsav 45:8:4 aranyu elegye)
1%-o0s citromsav oldat (kontroll minta)
eléhivo (Schweppe reagens)
szaritoszekrény (125°C)
A vizsgalat menete
1. Oltokacs segitségével mossuk az Aspergillus niger sporait desztillalt vizet tartalmazo
feliratotott kémecsovekbe.
2. Biirker-kamras sporaszamlalassal készitsiink 80000 spéra/ml €és 20000 spora/ml

crer

3. A kétféle sporaszuszpenziobol pipettazunk 1-1 ml-nyi mennyiséget 50 ml citromsav
termeltetd taplevest tartalmazo Erlenmeyer lombikokba.

4. A lombikokat inkubaljuk 1 hétig razoégépben 37°C-on 270/perc fordulattal razatva.

5. Az inkubdcios 1d6 elteltével a citromsavtermelést vékonyréteg-kromatografiaval
detektaljuk.

6. A kromatografias lemezre mikrokapillaris segitségével vigyiik fel a mintdkat és a
kontroll mintat (1%-os citromsav oldat). A lemezt helyezziik bele a futtatoelegybe és addig
hagyjuk a futtatokddban, mig az eluens a lemez felsd szélét 1 cm-re megkozeliti.

7. Vegytk ki a lemezt, és szaritsuk meg hajszaritoval.

8. Ismételjiilk meg a 6. és 7. pont miiveleteit 4-szer.

9. Ezutan egyenletesen permetezziik be a vékonyréteg kromatografids lemezt az
eléhivo oldattal (Schweppe reagens), majd tegylik a lemezt 5 percre 125°C-os
szaritészekrénybe.

10. Ertékeljiik ki a vékonyréteg kromatografias tesztet (a citromsav sdtétbarna foltként
jelenik meg a lemezen). Hasonlitsuk Ossze a kiilonbozd sporakoncentraciokkal kapott
eredményeket!
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11 ALAPVETO ALGAVIZSGALATI MODSZEREK

Ma mar elfogadott tény, hogy a tilzott mértékii eutrofizalédas mind az ember, mind a
vizek eredeti ¢letkdzossége, mind a természetes folyamatok szempontjabol karos, vagyis a
trofitas-fok jelentds, gyors novekedése vizmindség romlast jelez, az ezt kivaltd hatast tehat
vizszennyezésként kell felfognunk. Ezért pl. a természetes flirdovizekkel szemben tamasztott
mindségi kovetelmények kozott is szerepel az a-klorofill koncentracidé meghatarozasa
(78/2008. (IV. 3.) Korm. Rendelet).

A vizi életkdzegben bioldgiai szempontbol négyféle oldott, vagy lebegd anyag
talalhatd: szervetlen névényi taplalék, szerves taplalék, méreg ¢és az éldlények szamara
k6zombos anyagok. Természetes felszini vizeink mindségére a biologiai vizmindsitésben
hasznalatos paraméterek (halobitas, trofitas, szaprobitas, toxicitdas) meghatarozasaval
kovetkeztethetlink, melyek szorosan Osszefiiggenek egymassal. A négy tulajdonsagcsoport
koziil algavizsgalatokkal legjobban a trofitds foka becsiilhet6. Az EU 3. iranyelve, a Viz
Keretiranyelv (VKI), mely eldirja felszini vizeink 0kologiai allapotértékelését. A VKI altal
eldirt 5 vizsgalando éldlénycsoport koziil az egyik a vizben lebegve €16, fotoszintetizalo
¢lolények csoportja, a fitoplankton. A hazai gyakorlatban a fitoplankton a-klorofill
tartalmanak meghatarozasa az egyik paraméter az Okoldgiai 4llapotbecslés soran
(http://www.vizeink.hu/?module=doklista&f=14). Jelenleg Magyarorszagon ezt az MSZ ISO
10260 szabvany Utmutatdsai alapjan, etanolos extrakcidval végzik. A modszernek azonban
szamos hib4ja van, ezért itt a pontosabb, metanolos modszert ismertetjik (lasd
152. GYAKORLAT).

152. GYAKORLAT
Fitoplankton mintiak a-klorofill tartalmanak meghatarozasa

A vizsgalat targya, a vizsgélt mikroorganizmus
meritett vizminta, vizben lebegve €16 alga szervezetek
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
tomény metanol
iivegszalas membran
papirsziird
méregpipetta
tolcsér
mérOhenger
vakuum-szlir6késziilék sziirélaptartd szoritoval
csiszolt dugos kémcesd hiitofeltéttel
vizfiirdé
kémcsdfogd csipesz
gumikesztyll
papirvatta
elszivo fiilke
spektrofotométer, tivegkiivetta
A vizsgélat menete
1. Szlirjiink &t iivegszdlas szlirdn 500 ml-t a természetes felszini vizbdl meritett
vizmintabol. Ha a sziirés intenzitdsa csokken, folytassuk a sziirést vakuum-sziir6késziilékkel
egészen addig, mig a szlir6t folyadék mentesre nem sziirtiik.
2. A csiszolt dugds kémcsdbe méregpipettaval pipettdzzunk 10 ml metanolt, majd a
szlir6lapot a rasziirt mintaval befelé forditva hajtsuk ketté, vagjuk csikokra és dobjuk bele a
metanolba.
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3. Zarjuk le a kémcsovet a dugdval, majd tartsuk a kémcsovet kémceséfogo segitségével
74 °C-os vizfiirddben 3 percig. Vigyazzunk, a forro vizfiirdo égesi sériiléseket okozhat! A
metanol gyulekony folyadék vagy goz, belélegezve, borrel érintkezve és lenyelve erdsen
mérgezo.

4. A vizfiirdordl kivéve pipettdzzunk még 10 ml témény metanolt a kémcsdbe, hizzunk
gumikesztylit, és a kémcso végét a hiivelykujjunkkal befogva alaposan razzuk dssze.

5. Az extraktumot szlrjiik 4t hagyomanyos sziir6papiron, majd toltsiik kiivettaba. Ha a
betdltéskor a folyadék melléfolyt, a kiivetta kiilsejét papirvattaval toroljiik tisztara.

6. Az extraktum extinkciojat spektrofotométer segitségével 3 hullamhosszon (750, 666,
653 nm) mérjiikk. A spektrofotométert kalibraljuk az extrahaloszerként hasznalt metanollal
(vak) szemben.

7. Az a-klorofill koncentracio kiszamoldsakor a 750 nm-en mért extinkcio értékét
levonjuk mind a 666 nm-en, mind a 653 nm-en mért extinkcio értékébdl. Igy megkapjuk a
képletben szerepld E666 ¢és E653 értékeket.

8. A tovabbiakban az alabbi egyenlet szerint szamolunk:

Ca=17,12 x Ess6 — 8,68 X Egs3.

Az a-klorofill koncentricidja=m x Cax 10° M! (m= a metanol térfogata ml-ben; M= az
4tszlirt vizminta térfogata ml-ben). Az eredményt (ug I'') egységben kapjuk meg. A kapott
érték segitségével a Filiggelék 13.6.5 fejezete alapjan keressiik ki a trofitdas mértékét, illetve a
mindsités eredményét.

A Viz Keretirdnyelv altal eldirt 5 vizsgalandd éldlénycsoport koziil a fitoplankton
mellett a masik mikroszkopikus méretii fotoszintetizald €l6lény egyiittes a rogziilten €16, un.
bevontalakd kovaalgdk, vagy mas néven fitobentosz szervezetek, melyeket szintén
felhasznalhatunk az okoldgiai allapotértékelés soran. A kovaalgdk meghatdrozdsa ma még
alapvetéen héj struktirajukon alapul, amit a hatarozashoz lathatova kell tenni. Igy a kovasejt
szerves anyag tartalmanak roncsolasaval a kovaalgak vizsgalatira alkalmas tartos
preparatum készithetd (lasd 153. GYAKORLAT).

153. GYAKORLAT
Tartos preparatum készitése fitobentosz mintak vizsgalata céljabol

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
bevonat minta, aljzathoz rogziilten €16 kovaalgak
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
tomeny hidrogén-peroxid
Naphrax miigyanta
toluol
targylemez
fedlemez
fémcsipesz
elektromos f6zdlap
elszivo fiilke
gumikesztyli
papirvatta
cseppentd
fogpiszkalo
A vizsgélat menete
1. A minta tliledékébdl 1 cseppet vigyiink feddlemezre, és elektromos fézdélap folé
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tartva parologtassuk el annak viztartalmat. Vigyazat, elektromos f6zdlapok hasznalatakor
fokozott az égésveszély!

2. Cseppentsiink tomény hidrogén-peroxidot a feddlemezre, pontosan a beszaritott
minta tetejére és ezt is szaritsuk be 6vatos melegitéssel, majd ismételjiik meg a miiveletet.

3. Fogpiszkaloval tegyiink a targylemezre kb. lencsényi nagysagi Naphraxot.

4. Helyezziik a fed6lemezt a beszaritott mintaval lefelé¢ a targylemezen 1évé Naphrax
cseppre ¢és az ujjunkkal kissé nyomjuk ré a feddlemezt a targylemezre.

5. A targylemezt (rajta a beszdritott, roncsolt mintankat tartalmazo feddlemezzel és
bedgyazd anyaggal) fémcsipesszel megfogva elektromos f6z6lap fo6lé tartva melegitsiik
mindaddig, amig a gyanta finoman buborékolva el nem kezd forrni (oldoszerét
elparologtatjuk). Ha elkezdett forrni, vegyiik el az elektromos f6z0laptol, és varjunk addig,
mig abbamarad a forrds. Ezt a miiveletet ismételjiik meg.

6. A targylemezt a még buborékosan forrd6 mintaval vegyiik el az elektromos f6zdlap
foliil, gyors mozdulattal tegyiik az asztalra, és a csipesz tompa végével finom nyomast mérve
a fedélemezre nyomjuk ki a miigyantdban maradt apr6 buborékokat, s kozben a feddlemezt
nyomjuk teljesen a targylemezre (ezt a miiveletet csak addig végezhetjiik sikerrel, amig forrd
a beagyazo szer, ezért sietniink kell vele). Hagyjuk kihiilni a targylemezt, majd legalabb egy
fél oraig tegylik félre.

7. Ha a muigyanta teljesen megszilardult, akkor a fedélemezen kiviilre jutott beagyazé
anyagot elszivo fiilke alatt, gumikesztyliben toluollal atitatott papirvattaval 6vatosan
letoroljik, vigyazva arra, hogy a fedélemez ne csusszon el a helyérdl.

8. Az elkésziilt tartdos preparatumot a mikroszkop targyasztalara helyezzik és a
feddlemezre immerzidés olajat cseppentiink. 100 x-os nagyitasu, immerzidés objektivvel
vizsgaljuk meg a mintat, figyeljik meg a kovavazak szerkezetét, rajzoljuk le a kiillonb6zo
formakat és probaljuk meg meghatarozni a kiilonb6z6 nemzetségekbe tartozo egyedeket.
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12 ADATELEMZES

A mikrobiologiai vizsgalatok sordn szamos adathoz jutunk. Amig csak egyféle
vizsgalatot végzink (pl. Gram-festés), az eredmények tébldzatba foglalva konnyen
attekinthet6k. Gyakran sziikség van azonban tobbféle adat Osszevetésére, ami tablazatos
formaban mar nehezen megvalosithato. Léteznek olyan adatok is, mint a nukleinsav
szekvenciak, amelyek értelmezéséhez tovabbi modszerek sziikségesek.

12.1 Numerikus taxonomia

A gyakorlatok sordn a kodjelzéssel ellatott baktériumtorzsek mintegy 40-50
fenotipusos bélyegét vizsgaltuk meg. Ha az igy kapott teszteredményeket tablazatba foglaljuk,
a kapott ,,adatmatrix” attekintése meglehetésen nehéz feladat, hiszen nem tudjuk az azonos
bélyegeket mutatd torzseket kivalasztani, nem is beszélve az egymdashoz valé — csak
kulcsbélyegekre alapozott — hasonldsag megallapitasardl. E célra szamitdogépes statisztikai
modszerek alkalmazhatok.

A numerikus taxondémia soran az ismeretlen baktériumokat taxondmiai értéki
tulajdonsagaik (pl. fenotipusos bélyegek) alapjan numerikus moddszerekkel, példaul
csoportelemzéssel csoportositjuk (82. abra).
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82. abra Baktériumok fenotipusos tulajdonsagaira alapozott csoportelemzés

Az egyes torzsek fenotipusos bélyegeit tartalmaz6 tablazat (a). A Jaccard koefficiens segitségével szamitott torzsek kdzotti
hasonlésag matrixa (b). Az UPGMA algoritmussal eléallitott hasonldsagi fa (c).

A csoportelemzés soran abbol a feltevésbdl indulunk ki, hogy a baktériumtorzsek
vizsgalt fenotipusos (pl. morfologiai, biokémiai, élettani) tulajdonsagai (tobbé-kevésbé)
allandoak (pl. nem terjednek horizontalis géntranszferrel), jellemzdéek az egyes fajokra,
egymassal egyenértekiiek (lasd  154. GYAKORLAT). A  csoportelemzésben a
teszteredményeket a torzsekhez, mint objektumokhoz (OTU; operational taxonomic unit;
szamitasba bevont rendszertani egysé€g) binaris valtozokként rendeljiik hozza, vagyis a tesztek
soran feltett kérdésekre igen-nem tipusu valaszokat adunk (pl. képez-e a torzs peptonbol
ammoniat, amely Nessler-reagenssel kimutathat6?). Vannak azonban olyan adatok, pl. a
mennyiségi jellegli eredmények, melyek bindrisan kozvetleniil nem kodolhaték (pl.
sejtméret). A csoportelemzés soran ezeket a mennyiségi karaktereket is célszerii atalakitanunk
binarisan kodolhato kategoridkba (pl. kisebb-e a sejthossz 2,3 pm-nél?). Az ily modon
létrehozott objektum (OTU) / valtozo (teszteredmények) matrix sorain leggyakrabban a
Simple Matching és a Jaccard koefficienseket alkalmazva végziink hasonlosagi szamitast.
Ennek eredményeképpen minden OTU-nak minden masik OTU-hoz vald hasonlosagértékét
kapjuk meg. E hasonlosagokra alapozva altalaban UPGMA (Unweighed Pair Group Method
of Averages; csoportitlag modszer), vagy egyszerli lanc (single linkage) algoritmus
segitségével hierarchikus osztalyozast végziink, amit a térzsek hasonlosagi viszonyait tiikrozé
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dendrogram grafikusan szemléltet. Ha az OTU korbe mar identifikalt térzseket is bevonunk,
egy-egy csoport azonositadsa konnyebb lesz (a csoport jellemzd képviseldje a tipustdrzs). A
miuveletet és az eredményt Osszefoglaldoan taxometria néven ismerik a mikrobiologidban. A
torzsek fenotipusos tulajdonsadgokra alapozott faji szintli azonositdsédban a ,,Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology” c. taxonomiai mi jelenti a legnagyobb segitséget, melyben
csalad, nemzetség ¢és faji szintl leirasok, Osszefoglald tablazatok teszik lehetévé a vizsgalt
torzsek ¢és a tipustorzsek tulajdonsagainak dsszehasonlitasat.

154. GYAKORLAT
Csoportelemzés ismeretlen baktériumtorzsek fenotipusos tulajdonsagai alapjan

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismeretlen baktériumtorzs
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
ismeretlen baktériumtorzs teszteredményei tablazatos formaban
ismert baktériumtorzsek teszteredményei tdblazatos formaban
szamitogép telepitett Excel és statisztikai (pl.: Past 3) programmal
A vizsgalat menete

1. Az ismeretlen és mar azonositott baktériumtorzsekre (mint objektumokra) jellemz6
adatokat (a fenotipusos tesztek igen/nem eredményét) foglaljuk 6ssze egy Excel tablazatban.
Ezek a binaris adatok szolgalnak a numerikus analizis alapjaul.

2. A tablazatot vigylk be a Past3 statisztikai programba. Inditsuk el a Past3
programot, a tablazat rész felett kattintsunk az ,,Row attributes” ¢és ,,Column attributes”
négyzetekre, majd a tablazat Al celldjatol eggyel balra és fentebb elhelyezkedd cellajara
kattintas utan illessziik be az Excel tablazatot, végiil kattintsunk Ojra az ,,Row attributes” és
,Column attributes” négyzetekre. Ezzel bevittiik az adatokat a Past 3 programba.

3. Készitslink hasonlésagi dendrogramot a torzsekre UPGMA modszerrel, Jaccard
koefficiens felhasznalasaval. Ehhez jeloljiik ki a teljes tablazatot és transzponaljuk azt (Fels6
menii: Edit> Rearrange>Transpose). Erre azért van sziikség, mert a dendrogram készitésénél
a sorokban kell lenniiik a mintdknak és az oszlopokban a valtozoknak. A teljes tablazat
kijelolésével készitsiik el a dendrogramot (Felsé menii: Multivariate>Clustering>Classical)
,»paired group” algoritmust — ez felel meg az UPGMA modszernek — és Jaccard koefficienst
hasznalva.

4. A dendrogramon keressiik meg az ismeretlen torzsekhez legkozelebb elhelyezkedo
azonositott torzseket.

12.2 Mikrobiolédgiai és kdrnyezeti valtozok egyiittes elemzése

Mikrobiologiai vizsgéalatok eredményeinek értékelését eldsegitheti, ha a biologiai
eredményekkel egyiitt kémiai vagy fizikai adatokat is elemziink. Ilyen lehet példaul, ha
kiilonbozé mintdkbol csiraszdm becsléseket (5. fejezet) végziink, T-RFLP ujjlenyomatot
(7.1.2.2 fejezet) vagy kozosségi enzimprofilt (7.2.1 fejezet) hatdrozunk meg, és ezzel
parhuzamosan kornyezeti valtozokat is vizsgalunk (pl. pH, hémérséklet).

A valtozok kozti kapcsolatrendszer felderitésére legegyszerlibben korrelaciot
szamolhatunk, és megnézziik, hogy az adott Osszefiiggés szignifikans-e. Ez a megkozelités,
akkor alkalmazhatd, ha csak kevés mért valtozot (<10) akarunk osszehasonlitani. Példaul egy
mintabdl kiilonbozd tapkozegekben meghatarozott csiraszam becslés eredményét néhany
kdrnyezeti valtozoval (pl. pH, NOs, SO4* koncentracid) vetjik &Ossze (lasd
155. GYAKORLAT).

Egy kozosségi enzimprofil vagy egy molekuldris ujjlenyomat vizsgalat elvégzése
soran azonban mar nagyszamu (akar 100 feletti) valtozdval kell dolgoznunk. Ekkor a rengeteg
parhuzamos korrelacio elvégzése neheziti az adatok attekintését. Ezért eldszor a biologiai
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adatsorok redukciojat, ordinaciojat célszerli elvégezni. Azokat a modszereket nevezziik igy,
melyeknek elsddleges feladata az eredeti sok valtozo behelyettesitése kevés szamu, de az
eredeti adatstruktirat tobbé-kevésbé jol tiikkr6zo valtozoval. Ezek koziil a legelterjedtebb a
fokomponens elemzés (PCA, Principal Component Analysis). A fékomponens elemzés az
eredeti sokvaltozos adatfelhdben megkeresi azokat az 1j tengelyeket (fokomponenseket),
amelyek az Osszvariancia legjelentdsebb hanyadat magyardzzak meg. (Az Osszvarianciat az
adatmatrix egyes értékeinek a sor- €és oszlopatlagoktol valo eltérés-négyzetdsszege adja.) Az
elsd fokomponens lesz az Gsszvariancia legnagyobb hanyadéaért a felelds, a kovetkezd —
amelynek merdlegesnek kell lennie az elsére (vagyis a tengelyek nem korreldlhatnak
egymassal) — mar kisebbért, és igy tovabb. A PCA eldnye, hogy egy diagramon lehet
abrazolni a mintakat és az elvalasukat okozo eredeti valtozokat, ezt nevezziik biplotnak.
(Részletesebb leiras: Ordination Methods for Ecologists/PCA
http://ordination.okstate.edu/PCA.htm) Ezutdn mar nem az eredeti valtozok kozott kell
elvégezni a korrelaciot, csak a mintdk elsé néhany tengelyen felvett lj koordinatija és a
kornyezeti valtozok kozott. Vagyis sikeriil a sokvaltozos esetet is az el6zo kevés valtozos
esetre visszavezetni.

155. GYAKORLAT
Mikrobiologiai és kornyezeti valtozok egyiittes elemzése

A vizsgélat tdrgya

kornyezeti mintak mikrobiologiai és fiziko-kémiai adathalmaza
A vizsgélathoz sziikséges anyagok ¢és eszk6zok

kornyezeti mintak csiraszam adatai

T-RFLP ujjlenyomat vizsgalat adatai

fiziko-kémiai adatok

szamitogép telepitett Excel és statisztikai (pl.: Past 3) programmal
A vizsgalat menete

1. A gyakorlat elsO részében csiraszamokat és kornyezeti valtozokat hasonlitunk 6ssze.

2. Ehhez Excel program segitségével rendezziik tablazatos forméaba az adatokat.
Gondoljuk végig elére, hogy mely valtozok kozott varunk pozitiv vagy negativ
Osszefliggéseket! Masoljuk ki a tablazatot.

3. Inditsuk el a Past 3 programot, a tablazat rész felett kattintsunk az ,,Row attributes”
¢s ,,Column attributes” négyzetekre, majd a tablazat Al cellajatol eggyel balra és fentebb
elhelyezkedd cellajara kattintas utan illessziik be az Excel tablazatot, végiil kattintsunk Gjra
az ,,Row attributes” és ,,Column attributes” négyzetekre. Ezzel bevittiik az adatokat a Past 3
programba.

4. A teljes tablazat kijelolésével végezziik el a korrelacioszamitast (Fels6 menii:
Univariate>Correlation).

5. A kapott tablazat bal als6 matrixaban taldljuk a korreldcios egyiitthatot. A
hozzatartozd jobb fels6 matrixban 1évd érték mutatja meg, hogy az adott korrelacios
egyltthato szignifikans-e. Ez akkor teljesiil, ha a p <0,05.

6. Hasonlitsuk 0Ossze a kapott szignifikans Osszefliggések listajat az eldzetes
véarakozasainkkal (2. pont). Ertékeljiik a kapott eredményeket!

7. A gyakorlat méasodik részében T-RFLP ujjlenyomatokat és kornyezeti valtozokat
hasonlitunk dssze.

8. A létrehozott adatmatrixbol készitstink Excel tablazatot.

9. A tablazatot masoljuk ki, és illessziik be a Past 3 programba a 3. pont szerint. A
teljes tablazatot jeloljik ki, és transzponaljuk (Felsé menii: Edit> Rearrange>Transpose).
Erre azért van sziikség, mert a fdkomponens elemzéshez a sorokban kell lenniiik a mintaknak
¢s az oszlopokban a valtozoknak a Past 3 program esetén.
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10. A teljes tablazat kijelolésével végezziik el a fokomponens elemzést (Fels6 menii:
Multivariate>Ordination>Principal components). Az el6jov0 ablakon kattintsunk a ,,view
scatter” gombra, hogy megkapjuk a PCA abrat, ahol a pontok (mintdk) egymashoz képest
valo elhelyezkedése mutatja, mennyire hasonldak az egyes mintdk eredeti ujjlenyomatai.

11. A mintdk PCA 4abran felvett ) koordinatdinak megtekintéséhez a ,,Scores” fiilre
kattintsunk. Majd mésoljuk ki ezeket a koordinatakat.

12. Egy ) Excel munkalapra illessziik be a koordinatdkat, majd transzponaljuk az
adatokat, hogy a 2. pontban leirt tdblazathoz hasonlot kapjunk. Csak itt a csiraszamok helyett
a mintak egyes tengelyeken felvett koordinatai szerepelnek. Rakjuk ezutdn melléjik a
kornyezeti valtozok adatsorait, és végezziikk el a korrelaciészamitast a mintdk PCA
koordinatai és a kornyezeti valtozok kozott a 2.-6. pontoknak megfelelden.

12.3 Taxoneloszlas, fajszambecslés és diverzitas indexek

Tobbféle modszer all a kutatok rendelkezésére, amivel azonosithatok a taxonok,
meghatarozhato vagy legaldbbis becsiilhetd a vizsgalt mintaban el6forduld taxonok szama, a
kozosség diverzitisa (lasd 156. GYAKORLAT). Fénymikroszkopos modszerekkel 1is
azonosithatok a morfoldgiai szempontbdl valtozatos mikrobacsoportok tagjai, a prokariotak
koziil azonban egyediil a cianobaktérium taxonok kiilonithetdk el viszonylagos
megbizhatosadggal ezeknek technikdknak a segitségével. A baktériumok korében mind a
taxonok azonositdsara, mind a kdzosség diverzitasanak becslésére a DNS alapti modszerek a
legalkalmasabbak. A kiilonb6z6é kozosség-vizsgalod eljarasokat e tekintetben a 11. tablazat
hasonlitja 0ssze.

11. tablazat A prokaridta kozosségek taxonomiai osszetételének feltarasara hasznalt médszerek

osszehasonlitasa
Azonosités Azonosités Fajszambecslés | Diverzitasbecslés
alapja lehetséges szintje | megbizhatésaga | megbizhatosaga
(altalaban)
Torzsek torzs faj alacsony alacsony
izolalasa és
szekvenalasa
Klonozas és klon faj kozepes kozepes
szekvenalas
T-RFLP T-RF nem lehetséges kozepes kozepes
az azonositas
DGGE ¢és DGGE sav nemzetség alacsony alacsony
szekvenalés
NGS egyedi nemzetség nagy nagy
szekvencia
leolvasas

A taxonokat kiilonbozd szinteken azonosithatjuk, ez leginkabb a 16S rRNS gén
Osszehasonlitod elemzésén alapul és a szekvenalt szakasz hosszatdl fiigg: 200 nukleotid csalad,
400-500 nukleotid nemzetség, mig 700 nukleotid hossz folott faji szintli azonositas valik
lehetévé. Az elkésziilt taxon lista alapjan kovetkeztethetlink a mikrobak6zosség miikodésére a
kimutatott fajok ¢és nemzetségek tulajdonsagainak ismeretében. A fajok, taxonok
azonositasdhoz hasznaljuk a korabbi fejezetekben ismertetett adatbazisokat és hasonlosagi
kiiszobértekeket.

Megbecsiilhetjiik egy-egy ¢l6hely sokféleségét, vagyis diverzitasat. Ennek elsd szintje,
hogy a vizsgalt ¢léhelyeken eléforduld fajok szdmat becsiiljiik. Egyszertien megadhatjuk a
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kimutatott fajok szamat (sobs; species observed), ez azonban nem veszi figyelembe azt, hogy
a taxonok mintavételezése megfeleld mélységben megtortént-e a vizsgalatunk sordn; mas
szavakkal, elegendd genoptipust meghataroztunk-e ahhoz, hogy minden egyes fajt
,megtalaljunk”. Vegyiink egy példat! Egy t6 vizében 100-200 kiilonboz6 baktériumfaj fordul
eld, természetesen van olyan koziiliik, ami jelentds kozosségalkotd (néhany %-at alkotja a
teljes prokaridta kozosségnek), mig masok csak elenyészé mennyiségben fordulnak eld
(néhany tized vagy szazad szazalékban). Konnyt beléatni, hogy az ilyen alacsony sejtszamban
eléforduld kozosségalkotok detektalasahoz tobb ezer (de inkabb tobb tizezer) kozosségi DNS
molekula szekvenciajanak meghatarozasara van sziikség. Azt, hogy a vizsgalatunk mennyire
fedte le a kozosségben taldlhatd taxonokat, az un. fajtelitddési gorbével érzékeltethetjiik
(83. abra). Ha a fajtelitddési gorbe eléri a platd fazist, akkor minden fajt kimutattunk a
vizsgalt mintaban. Ez azonban csak a legritkabb esetekben fordul eld, de a valos fajszamot a
gorbe lefutdsanak segitségével becsiilhetjiik. A mikrobidlis 6kologidban legelterjedtebben
hasznalt fajszadmbecsld indexek a Chaol (az indexet megalkotd kutaté nevébol) és ACE
(abundance-based coverage estimator, mennyiség-alapu telitodés becsld) indexek.
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83. abra Fajtelitodési gorbe egy NGS elemzés esetén

A tovabbi indexek mar nem csak a kimutatott fajok szamat, hanem azok mennyiségi
viszonyait is figyelembe veszik. (A szovegben fajokat emlitiink, de ugyanugy hasznalhatéak
az indexek OTU-k alkalmazasa esetén is.) Ezek koziil harmat mutatunk be, a Shannon, a
Simpson és az inverz Simspon indexet.

A Shannon-index képlete a kovetkezo: -} pi In(pi), ahol pi az adott faj részardnya az
osszes fajhoz képest. Ertéke 0-tol (csak egy faj van a mintaban) egészen magas értékekig (ha
sok faj van, de mindegyik aranya alacsony a kozosségben) valtozhat. Két tulajdonsagat emeli
ki az irodalom. Egyrészt a logaritmikus transzformacid kovetkeztében nagyobb sulyt ad a
ritkabb fajoknak, mint a gyakoriaknak. Masrészt értékét nehéz valamihez viszonyitani, hiszen
nincsen fels6 hatara.

A Simpson-index képlete a kdvetkezd: 1-Y(pi)>, ahol pi az egyes fajok részaranya a
mintakban. Ertéke 0 (csak egy faj van a mintdban) és 1 (minden faj egyenl6 ardnyban fordul
eld a mintdban) kozé esik. Ez az index, szemben a Shannon-indexszel pont a domindns
fajoknak ad nagyobb sulyt.

Inverz Simpson index: 1/(3(pi)?), ahol pi az egyes fajok részaridnya a mintédkban.
Népszeriiségét annak koszonheti, hogy értékét konnyebb biologiailag értelmezni. Ertéke azt
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mutatja meg, hogy héany fajt taldlnank az adott mintdban, ha minden faj egyenld ardnyban
fordulna eld a mintaban. Vagyis az index maximum ¢értéke a mintaban taldlhatd fajok szama.

156. GYAKORLAT
Fajszambecslés és diverzitasi indexek szamolasa taxonosszetétel vagy
ujjlenyomat-mintazat alapjan
A vizsgalat tdrgya
Mikrobiologiai mintdk adathalmaza
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszkzok
Kornyezeti mintak fajlistaja (klontar- vagy NGS elemzés alapjan)
Kornyezeti minték ujjlenyomat mintdzata alapjan készitett OTU-abundancia
tablazat
szamitogeép telepitett Excel €s statisztikai (pl.: Past 3) programmal
A vizsgélat menete

1. A gyakorlat soran kornyezeti mintadk fajszamait becsiiljiikk, diverzitdsi indexeit
szamoljuk ki és hasonlitjuk 6ssze.

2. Ehhez a kordbban létrehozott fajlistakat (7.1.2.3 fejezet klontar és 7.1.2.4 fejezet
NGS elemzés) vagy ujjlenyomatmintdzat elemzések alapjan létrehozott adatmatrixokat
(7.1.2.2 fejezet PCR alapt ujjlenyomat technikak) Excel program segitségével rendezziik
tablazatos formaba. Masoljuk ki a tablazatot.

3. Inditsuk el a Past 3 programot, a tablazat rész felett kattintsunk az ,,Row attributes”
¢s ,,Column attributes” négyzetekre, majd a tdblazat Al celldjatol eggyel balra és fentebb
elhelyezkedd celldjara kattintas utan illessziik be az Excel tablazatot, végiil kattintsunk ujra
az ,,Row attributes” és ,,Column attributes” négyzetekre. Ezzel bevittiilk az adatokat a Past
programba.

4. A teljes tablazat kijelolésével végezziik el a fajszambecslést €s diverzitasi indexek
kiszamolasat (Fels6 menii: Diversity>Diversity indices), valamint készitsik el a
fajtelitodési gorbét (Felsé menii: Diversity>Individual rarefaction)!

12.4 Filogenetikai elemzések

A bakterialis taxondmia esetében a vizsgalt organizmus sejtjeibdl, és mas, ismert
szervezetekbdl (itt a tipustorzsek szerepe nélkiilozhetetlen) szarmaz6 DNS-bdl (vagy RNS-
boél) kell rendszertani szempontbol értékelhetd informéciot kapnunk, majd ezeket
Osszehasonlitva értékelniink, hogy az adott torzsek mennyire hasonlitanak egymasra.

Ez az informécio lehet genom-szintii és egyes génekre vonatkoz6. Az eldbbi csoportba
tartozo modszerek 1) a genom G+C tartalmanak meghatarozasa, 2) a DNS-DNS hibridizalas
3) a ribotipizélas 4) és egyéb, specifikus amplikon-mintdzatot vagy hasitdsi mintadzatot ado
modszerek. Egyes génekrdl részleges vagy teljes bazissorrendjiik meghatarozasaval vagy a
sokszorozott génszakasz restrikcids hasitdsaval kaphatunk informaciét. Valamennyi esetben a
torzsek egymas kozti hasonlosdga szamszerlien (%-ban) megadhato.

A ma elfogadott bakterialis fajdefinicié mindkét megkozelitést tartalmazza, hiszen két
torzs akkor tekintheté azonos fajhoz tartozonak, ha a teljes genomjuk DNS-DNS hibridizacios
érteke a 70%-ot, a 16S rRNS génjiik bazissorrendjének hasonldsdga a 97%-ot meghaladja.
(Bar kivételek tobb baktériumcsoportban is vannak.)

Tobb vilagméretii online adatbazist is 1étrehoztak arra a célra, hogy az 6sszes, eddig
meghatarozott bazissorrendet 6sszegylijtsék és kereshetd formaban a kutatok rendelkezésére
bocsassak. Ezek legismertebb és legnépszeriibb képviseldje az GenBank/EMBL/DDBJ
rendszer, ami ugyanannak az adatbdzisnak harom (amerikai, eurdpai €s japan), egymast
frissitd masolata.
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Az tRNS unikalis szerepe ¢és specidlis szerkezete miatt tobb, ezekre a génekre
optimalizalt adatbazis ¢és keresOprogram 1is Iétezik, a legismertebb az EzTaxon
(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon) és az ARB-Silva adatbazisa (http://www.arb-silva.de).

Napjainkban az  Gjgenerdciés DNS-szekvenalasi  technikdk  eldretorésének
koszonhetden egyre tobb teljes genom keriil meghatarozasra, amik 0j lehetdségeket nyitottak
a bakteridlis taxonomia teriiletén is (sok gén Osszehasonlitdsan alapuld filogenetikai
elemzések, teljes genomok 6sszehasonlitasa stb.).

12.4.1 Illesztés, rokonok keresése, filogenetikai fak szerkesztése

A filogenetikai viszonyok tisztazasahoz nélkiilozhetetlen az adott génen beliil a
homolég  poziciok  Osszerendezése, vagyis a  szekvencia ,illesztése”  (lasd
157. GYAKORLAT). Ez alapjan torténhet a kozeli rokonok keresése, a hasonlosag
megallapitisa. Altalaban az online adatbazisok sajat illeszt6-keresd szoftverrel rendelkeznek.
Ezek sebessége €s precizitasa sajnos forditottan aranyos. A BLAST algoritmus gyors, ¢és
,univerzalis” modszer, vagyis valamennyi szervezet valamennyi génjét kereshetjiik vele. Az
EzTaxon honlapon lehetdség van arra, hogy a BLAST algoritmussal csak az elfogadott fajok
tipustorzseinek szekvenciai kozott keresstink.

Kiilonleges és nagyon hasznos az ARB-Silva specidlis adatbazisa, amiben csak a
riboszoma kis- és nagy alegységének (vagyis 16/18S illetve 23/28S) rRNS génjei kozott
kereshetiink. Ez egy illesztett adatbazis, aminek létrehozasa soran figyelembe vették az rRNS-
ek sajatsdgos masodlagos szerkezetét, a konzervativ/variabilis régidinak helyzetét, igy a
legpontosabb illesztést ennek hasznalataval kaphatjuk. Alkalmas mindhdrom domén
filogenetikai elemzésére.

Az illesztett bazissorrendek mar alkalmasak filogenetikai elemzésre. Ennek soran
paronként Osszehasonlitjuk a bazissorrendeket, az eltérésekbdl kiszamoljuk a kozottik 1évo
tavolsagot. Ezeket az értékeket egy matrixban Osszesitjiik, majd e tavolsagokat 2D-s graffa
alakitjuk, vagyis filogenetikai fat szerkesztiink. A gyakorlat soran a MEGA szoftvercsomagot
hasznaljuk erre a célra.

157. GYAKORLAT
DNS bazissorrendek illesztése és keresése NCBI-BLAST segitségével

A vizsgalat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
parcialis DNS bazissorrendek illesztése és a teljes bazissorrend
Osszehasonlitasa az NCBI nukleotid adatbazisaval BLAST algoritmus
segitségével.
A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszk6zok
Osszetartozo, atfedé DNS bazissorrend leolvasasok (Fasta formatumban)
szamitogép internet hozzaféréssel
MEGA 6 szoftver
A vizsgélat menete
1. A MEGA program megnyitasa
2. Uj illesztés inditasa:
Align -> Edit/Build alignment -> Create a new alignment -> DNA
3. DNS bazissorrend leolvasasok importalasa:
Edit -> Insert sequence from file
4. Az esetlegesen reverz primerrel meghatarozott DNS szakaszok atforditasa:
Data -> Reverse Complement
5. Az els6 szakasz vége fel¢ jeldljiink ki egy kb. 10 bp hosszi szakaszt, majd
kerestessiik meg ezt a motivumot a méasik DNS bazissorrend leolvasason:
Search -> Find motif

234


http://www.arb-silva.de/

6. Amennyiben csak egy helyen taldlta meg ezt a motivumot a program a masodik
leolvaséason, akkor ennél a pontnal kijeldléssel és copy/paste parancsokkal masoljuk egybe a
két DNS bazissorrend leolvasast.

7. A teljesebb leolvasast nevezziik el (baloldali oszlopban megfeleld sorra dupla
kattintas)

8. A teljesebb leolvasast kijelolve kiildjiik be az NCBI Blast kereséoldalra:

Web -> Do BLAST search

9. Az ekkor megnyil6 BLAST ablakban a ,,Choose Search Set” fiil alatt a ,,Database”
sorban valasszuk ki az ,,Others” opcidt, majd nyomjuk meg a BLAST ikont

10. A megnyilé ablakban megtekinthetjiikk az altalunk vizsgalt DNS bézissorrendhez

crcr

besorolasat, publikécios informaciokat.

158. GYAKORLAT
DNS bazissorrend leolvasasok in silico hasitasa

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus
ismert DNS bdazissorrend leolvasasok termindlis restrikcids fragmentum
hosszanak meghatarozasa adott primer, illetve restrikcids enzim
alkalmazasaval

A vizsgélathoz sziikséges anyagok és eszkdzok
DNS bazissorend (amely tartalmaz egy ismert bazissorrendii primer
kotohelyet)
primer bazissorrendje
szamitogep
MEGA 6 szoftver

A vizsgélat menete

1. A MEGA program megnyitasa

2. Uj illesztés inditasa:
Align -> Edit/Build alignment -> Create a new alignment -> DNA

3. DNS bazissorrend leolvasasok importalasa:
Edit -> Insert sequence from file

4. Az esetlegesen reverz primerrel meghatarozott DNS szakaszok atforditasa:
Data -> Reverse Complement

5. Keressiik meg a primer helyét a leolvasason:
Search -> Find motif

6. Toroljlik a primerkdtOhelytdl balra (5' irdnyba esd) nukleotidokat

7. Keressik meg egy restrikcios endonukledz hasitohelyét a DNS szakasz
bazissorrendjében: Search -> Find motif (BsuRI: GGYCC, Alul: AGICT)

8. A hasitohely bal oldaldn levé nukleotidra rddllva olvassuk le annak szamat a
képernyd bal also sarkaban ,,Site #”. Igy megkapjuk az adott primerrel és restrikcios
enzimmel eldallithato termindlis restrikcids fragmentum elméleti hosszat.

A filogenetikai fa kiilonb6z6 taxonok kozotti evolucios (leszarmazési) viszonyok
megjelenitésére szolgald, elagazasokat tartalmazd dbra. Az Osszehasonlitas alapulhat fizikai
jellemzokon (pl. méretadatok) vagy genetikai tavolsagokon (pl. nukleotid sorrend).
Természetesen nagyon fontos ismerniink azt, hogy az adott jellemzdk, karakterek egyaltalan
rendelkeznek-e evolucios tartalommal, azaz felhasznalhatok-e ilyen vizsgalathoz.
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12. tablazat A filogenetikai fak szerkesztésénél hasznalt ismertebb DNS helyettesitési modellek
és faépitési modszerek

Név Jellemzo
DNS helyettesitési modellek
p-tavolsag a kiilonb6z6 nukleotidok aranyat fejezi ki
(kiilonb6z6 nukleotid/dsszes nukleotid)
Jukes-Cantor minden hely ¢és nukleotid azonos sebességgel

valtozhat, egyenlé nukleotid gyakorisagokat
feltételez (0,25) az evolucids folyamat végére

Tajima-Nei a nukleotid gyakorisagok nem egyenletes voltara
korrigal

Kimura 2-parameter tranziciok és transzverzidk eltéré gyakorisaganak
figyelembe vétele

Tamura 3-parameter tranzici6 ¢€s transzverzid, GC-tartalom figyelembe
vétele

Tavolsag alapu faépitési modszerek
Neighbor Joining (NJ) egy csillag alaka fabol kiindulva a legkozelebbi

szomszédokat Osszekapcsolja, helyettesiti Oket az
atlagukkal, ezt ismételgeti a teljes fa kialakuldsaig

Minimum Evolution (ME) a legrovidebb olyan fat taldlja meg, amely
Osszeegyeztethetd a szekvenciak kozotti
tavolsagokkal (a fa 4gainak hosszaval), az
aghosszak 0sszegének minimumara torekszik

Karakter alapu faépitési modszerek

Maximum Parsimony (MP) olyan fat épit, ami a lehetd legkevesebb mutacios

(legnagyobb takarékossag) eseménnyel magyardzza meg a meglévd
szekvenciak 1étrejottét, a szubsztiticiok szamanak
minimumara torekszik

Maximum Likelthood (ML) minden poziciora kiszdmitja, hogy adott fa és

(legnagyobb valoszinliség) helyettesitési modell mellett mi a valosziniisége
annak, hogy a megfigyelt mintdzat j6jjon létre az
adott pozicioban (az egyes poziciokra kapott
valoszinliségek Osszeszorzasaval adodik a teljes fa
valdszinlisége); igen szamitdsigényes, de ez a
legmegbizhatobb

A fehérjék ¢és nukleinsavak dsszehasonlitisan alapulé filogenetikai fak
szerkesztésének négy f6 1épése van:

(1) A DNS szakaszok illesztése soran olyan elrendezést keresiink, amely megmutatja,
hogy a szekvencidk hol hasonlitanak, és hol kiillonboznek. Az illesztéseket kiilonbozo
helyettesitési matrixok alkalmazasaval szdmszer(sithetjiikk, amelyek pl. az eltéréseket,
egyezéseket, a kémiai szerkezet hasonlosdgait/kiilonbozdségeit eltérd stlyozassal veszik
figyelembe. gy az illeszkedések josiga szamértékkel jellemezhets. Az eltérésekhez
hasonldan pontlevondssal biintethetjiik a hézagokat €s azok hosszat.

(2) A filogenetikai szignal meglétének becslése: a két szélsOséges esetben minden
szekvencia egyforma, illetve annyira eltéréek, hogy filogenetikai szempontbol
véletlenszerlinek tekinthetdk.

(3) A helyettesitéesi modell megvalasztasaval az evolucids valtozasok €s tavolsagok
becsiilhetdk, illetve szdmszerlisithetdk. Nagyon sok ilyen modell 1étezik, néhany példat DNS
esetében a 12. tdblazat tartalmaz.
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(4) A faépitésnek két fO tipusa kiilonithetd el, a tavolsadg alapu és a karakter alapu
modszerek. Az elébbi a szekvencidk kozotti paronkénti hasonlosagok becslése utan mar csak
ezekkel az értékekkel dolgozik tovabb, mig a karakter alapi modszereknél a szekvencia
12. tdblazat tartalmaz. A fak megjelenitésének is tobb modja lehet. Ismeretesek gyokér nélkiili
¢s gyokeres fak, ez utdbbindl kiilsd csoport alkalmazasaval a leszarmazasi viszonyokrol
pontosabb kép alkothat6d, hiszen a vizsgalt csoport kozos 6sének helyét is megadja.
Kladogramrél beszéliink, ha a fa csak az eldgazasi sorrendet abrazolja, mig a filogram e
mellett az aghosszakat is mutatja, igy két taxon evolicids tavolsaga aranyos az Oket
Osszekapcsolo dgak hosszanak dsszegével.

(5) A4 kapott fa kiértékelése soran megbecsiiljiik a kapott topologia (elagazasi sorrend)
megbizhatosagat statisztikai modszerekkel. Legismertebb forméja a boostrap teszt: a
tobbszords szekvencia illesztéssel véletlenszerii, visszatevéses mintavételezést végziink az
egyes pozicidkra (igy ugyanannyi oszlop marad, de némelyek tobbszor szerepelnek, mig
masok egyszer sem); tobb ilyen mesterségesen generalt szekvencia adatsorra is készitiink fat
az adott modszerrel; vizsgaljuk, hogy az egyes agak/agcsoportok a boostrap-fak hany
szazalékaban jelennek meg (>95%, az adott belsd ag statisztikailag szignifikans, >70%,
»elfogadhatd” eldgazas, nagyon alacsony értéknél célszeri tObbszords elagazasként
abrazolni).

Az egyes lépések megvalositdsdra szamos algoritmust €s programot kifejlesztettek
(lasd 159. GYAKORLAT). Az ilyen programok kozé tartozik a MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) nevl, filogenetikai elemzések elvégzésére alkalmas
program, amely tobb segédprogram behivasara képes az egyes funkciok elvégzése érdekében
(pl. a tobbszords szekvencia illesztésekhez a Clustal W hasznélhatd, az adatbazisokkal valod
Osszevetéshez az NCBI Blast feliiletét hivja be). A MEGA mellett a masik elterjedten hasznalt
filogenetikai elemz0d program a PAUP*,

159. GYAKORLAT
Filogenetikai fa szerkesztése MEGA 7 programmal

A vizsgélat tdrgya, a vizsgalt mikroorganizmus

ismeretlen baktériumtorzsek filogenetikai viszonyai
A vizsgalathoz sziikséges anyagok és eszk6zok

szamitogep telepitett MEGA 7 programmal

internet hozzaférés
A vizsgélat menete

1. Nyissuk meg a MEGA 7 programot.

2. Nyissunk meg egy Uj illesztési ablakot (az ,,Align” legordiild ablakra kattintva,
,»Edit/Biuld Alignment”, majd vélasszuk az eléreugrd ablakban a ,,Create a new alignment”
opciot, a kovetkezd eldreugrd ablaknal pedig a ,,DNA” opcidt). Megnyilik az ,,Alignment
Explorer” ablak.

3. Hivjuk be az elemezni kivant DNS leolvasasokat (az ,,Edit” meniipontra kattintva, az
»Insert Sequence From File”-t valasztva). Az egyes bazissorrendek atnevezhetdek az egér
jobb gombjaval a DNS leolvasas nevére kattintva és itt az ,,Edit Sequence Name” opciot
valasztva.

4. Az egyes DNS leolvasasok legkozelebbi rokonait behivhatjuk az NCBI adatbazisbol
(kijelolése utan a ,,Web” meniiben a ,,Do BLAST Search”-re kattintva; a BLAST keresést
lasd 157. GYAKORLAT; a kivant DNS rekord hozzaadhat6 az illesztéshez a MEGA
eléreugrd ablakjabol az ,,Add to Alignment” opcidra kattintva; a név az ekkor eléreugro
ablakban vagy az el6z6 pontban megadott médon moddosithatd).

5. Végezziikk el a tobbszoros illesztést: jeloljik ki az Osszes DNS leolvasast
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(,,Edit”/’Select all”), majd valasszuk az ,,Alignment” meniipontbol a ,,Align by ClustalW”
opciot (tartsuk meg a program altal javasolt beallitasokat).

6. Mentsiik el az illesztett leolvasasokat tartalmazo6 fajlt (,,Data”/’Save Session”).

7. Valasszuk ki a ,,Data” meniipontbol a ,,Phylogenetic analysis” opciot.

8. Lépjiink at az ,,Alignment Explorer” ablakbol a MEGA kozponti ablakdba (kattintas
az egér bal gombjaval).

9. Vélasszuk ki a ,,Phylogeny” legordiilé ablakban a megfeleld faépitési modszert. Az
eléreugro ablakban d&llitsuk be az adott elemzésnek megfeleld paramétereket a
gyakorlatvezetd utmutatasainak megfelelden. A szdmolasi id6 elteltét kovetéen megjelenik a
,» Iree Explorer” ablak a filogenetikai faval.

10. Mentsiik el a kapott fat (,,File”/”’Save Current Tree Session”). Igény szerint
kiilonb6zé képformatumokban, illetve pdf-ben is elmenthetjiik a fat (,Image” menii
megfeleld opcidja).
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13 FUGGELEK

13.1 A Laboval 4 tipusu mikroszkopok hasznalata ates6 fényben torténd, vilagos
latoterd megfigyeléseknél

1. A mikroszkoéprol vegyiik le a porvédd polietilénzsdkot majd a stativnal megfogva
Ovatosan vegyiik ki a szekrénybdl és a targyasztallal magunk felé forditva allitsuk a
laborasztalra. Csatlakoztassuk az elektromos halozatra (védéfoldeléssel ellatott 220 V
haztartasi dugaszol6 aljzatba).

2. Az 1. kapcsol6 benyomasaval kapcsoljuk be a vilagitast. Helyezziink a targyasztalra
egy preparatumot €s az asztal megfeleld mozgatasaval (2. gombok) valasszuk ki a preparatum
vizsgalni kivant teriiletét. Forgassuk a 10x objektivet a fény tutjaba €s a kondenzor rendszert a
3. gomb segitségével allitsuk a felsd titkdzési pontra.

T

7
2 3

5
4

11

10 1

Laboval4 tipusi mikroszkép

1. kapcsold, 2. targyasztal mozgatd gombok, 3. kondenzor allito csavar, 4. nagylatoteres lencse, 5. durva és finom
¢élességallito csavar, 6. okular, 7. apertura rekesz, 8. binokularis tubus pupillatavolsag allitasi lehetséggel, 9. dioptria gytrt,
10. fényerd-szabalyozo, 11. sziirtartd
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3. A 4. nagylatoteres lencsét forditsuk a fény utjaba és az 5. durva és finombeallitokkal
keressiik meg a targysikot, allitsuk élesre a targyat. A 4. lencsét forgassuk ki a fény utjabol, és
valtsunk at a 40x objektivre. Az egyik okulart (6.) vegyiik ki a tubusbol és az apertura blendét
(7.) nyissuk ki teljesen. A kondenzort mindaddig siillyessziik (3. gomb), mignem a hatso
objektivlencse optimalisan megvilagitott lesz, vagyis teriiletének fele, maximum kétharmada
kivilagitott. Az okulért helyezziik vissza a tubusba.

4. Az aperturablendét (7.) az egyes nagyitasoknal a megfeleld kontraszt, illetve
¢lességi mélység elérésére mindig allitsuk be. Igazitsuk a szemtavolsagot a binokuldris tubus
(8.) mozgatasaval a nekiink megfeleld értékre. Ezutan a dioptria gytri segitségével (9.)
korrigaljuk a két szemiink kozott esetleg fennalld fokusztavolsag kiilonbséget.

5. A fényintenzitas a fényerd-szabalyozoval (10.) is valtoztathatd, vagy pedig sziirke
szlirOk alkalmazéasaval médosithatd (11. szlirétarto). A fényerd-szabalyozé normal allasaban a
6. értéken van. Kisnagyitasu objektiveknél (3,2x, 10x) a teljes latdbmezd kivilagitasara
forditsuk a fény utjaba a 4. nagylatoteres lencsét.

6. A 100x objektiv hasznalatanal cseppentsiink a targy megvilagitott részére
immerziods olajat. A durva hajtomivel (5.) maximalisan kozelitsiik meg az immerzids
lencsével a targyat, mikozben oldalrol figyeljiik a prepardtum és az objektiv tadvolsagat.
Ezutan a mikroszkdpba betekintve, az objektivet a mikrocsavar segitségével emelve, allitsuk
¢lesre a targy képét. Haszndlat utdn az immerzios lencsét benzinnel megnedvesitett
vaszonronggyal tisztitsuk le.

7. A mikroszkopokat gyakorlat végén mindig a helyére kell tenni, a porvédd huzattal
letakarni és a mikroszkdpszekrényeket bezarva a kulcsot a gyakorlatvezetonek leadni!
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13.2 A mikrobiolégiai laboratoriumi gyakorlatok soran hasznalt taptalajok

Ammonia tartalmu tapleves

(NH4)2SO4 2,0 g
MgSO4 x H>O 0,5 g
FeSO4 x 7H,0O 0,03 ¢
NaCl 03 ¢
MgCOs 10,0 g
K>HPO; 1,0 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,0

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Benzil-viologén agar

Tris(hidroximetil)-aminometan 1,2 g

Benzil-viologén 0,1 g
(1,1'-dibenzil-4,4'-bipiridinium diklorid)

Agar 180 g

Desztillalt viz 1000,0 ml

pH: 7,0

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

BHB (Bushnell Haas Broth) tapleves

MgSO4 X HzO 0,2 g
CaCl, 0,02 g
KH2P04 1,0 g
K,HPO, 1,0 g
NH.NO; 1,0 g
FeCls 0,05 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,0

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

BPL (Brillant-green Phenol-red Lactose) tapagar

Pepton 70 g
NaCl 50 g
Laktoz 150 g
Fenolvords 0,04 g
Brillantzold 0,005 g
Agar 180 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
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pH: 6,5

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Brolacin tapagar

Pepton 7,0
Elesztékivonat 2,0
Huskivonat 2,0
Laktéz 10,0
Cisztin 0,128
Bromtimolkék 0,03
Agar 18,0
Desztillalt viz 1000,0
pH: 7,0-7,3

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Celluléz tartalmu dusito tapleves

Celluloz 10,0
Elesztékivonat 0,1
NH4CI 0,5
NaH,PO4 x H,O 0,5
KH,PO4 0,5
MgS0O4 x 7H,0 0,5
NaCl 4,0
Nyomelem oldat 1,0
pH: 7,0

Sterilizalas autoklavban: 115 °C, 15 perc
Nyomelem oldat

CuSO4 x 5H,O 0,64
FeSO4 x 7TH20 0,11
MnCl; x 4H,O 0,79
ZnS0O4 x TH,0 0,15
Desztillalt viz 100,0

Citromsav termeltetd tapleves

Gliikkoz 140,0
NH4NO3 2,5
KH,PO4 2,5
MgS0s x 7H,0O 2,5
Nyomelem oldat 1,0
Desztillalt viz 1000,0
pH: 3,8

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc
Nyomelem oldat
CuSOq4 0,006
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ZnSO4

FeSO4
MnSOq4
Desztillalt viz

Czapek tapagar

Szacharoz
NaNOs
K>HPO4
MgSO4 X 7H20
KClI

FCSO4 X 7H20
ElesztSkivonat
Pepton

Agar
Desztillalt viz

pH: 7,0

2,5
0,13
0,1
100,0

30,0
3,0
1,0
0,5
0,5

0,01

5,0
15,0
1000,0

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

DNS tartalmu tapagar

DNS

Glikoz
Kazaminosav
K>HPO,4
NaCl

FeSOq4
MgSO,

Agar
Desztillalt viz

pH: 7,0-7,2

2,0
5,0
5,0
5,0
2,0
0,05
0,5
18,0

1000,0

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

DRCM tapleves

Huskivonat
Pepton

Kazein
Elesztékivonat
Gliikoz
Keményito
Na-biszulfit
Ammonium-vas(III)-citrat
Na-acetat
Cisztein-HCI
Resazurin
Desztillalt viz

pH: 6,9-7,3

8,0
5,0
5,0
1,0
1,0
1,0
0,5
0,5
5,0
0,5
2,0

1000,0
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Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Endo tapagar

Laktoz

Pepton

K>HPO4

NaO;

Bazikus fukszin
Agar

Desztillalt viz

pH: 7,0-7,2

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Eozin-metilénkék tapagar

Pepton
Laktoz
K;HPO4
Eozin
Metilénkék
Agar
Desztillalt viz

pH: 7,0

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Eszkulin tapleves
Eszkulin
Fe(Il)-citrat
Peptonviz

pH: 7,2-7.4

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Félszilard magas hispepton tapagar
Huskivonat

Pepton

Agar

Desztillalt viz

pH: 7,2-7,4

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc
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13,0
10,0
3,5
2,5
0,4
18,0
1000,0

10,0
10,0
2,0

0,065
18,0
1000,0

1,0
0,5
1000,0

3,0
5,0
3,0
1000,0
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Gazolaj tartalmu dusité tapleves

Gazolaj

NH4C1
NaHzPO4 X HzO
KH>PO,

MgSO4 X 7H20
NaCl
Nyomelem oldat

pH: 7,0

Sterilizalas autoklavban: 115 °C, 15 perc
Nyomelem oldat

CuSO4 x SH,O

FCSO4 X 7H20

MnClz X 4H20

ZnSO4 x TH,O

Desztillalt viz

Gliikoz tapleves

Gliikkoz
NH4NO;
KH,PO4
KH>PO4

MgS0s x 7H,0O
Nyomelem oldat
Desztillalt viz

pH: 3,8

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc
Nyomelem oldat

CuSO;

ZnS04

FeSO4

MnSO4

Desztillalt viz

HgCl, tartalmu disito tapleves

Pepton
Glikoz
(NH4)2SO4
FeSO4 x 7TH,O
HgCl,
Desztillalt viz

pH: 7,0

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc
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10,0
0,5
0,5
0,5
0,5
4,0
1,0

0,64
0,11
0,79
0,15
100,0

150,0
2,5
5,62
2,13
2,5

1,0
1000,0

0,006
2,5
0,13
0,1
100,0

5,0
0,5
0,1
0,1
2,0
1000,0
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Hugh-Leifson félszilird magasagar

Pepton 2,0
NaCl 5,0
KoHPO4 0,3
Agar 3,0
Desztillalt viz 1000,0
pH: 7,1

Bromtimolkék 0,2%-0s vizes oldata 15,0

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

8 0Q 09 03 09

1

ml

Az 50 °C-ra hiitott, sterilizalt alaptaptalajhoz adjunk sziiréssel

sterilizalt gliik6zoldatot 1%-os végkoncentracioban.

Huspepton tapagar

Huskivonat 3,0
Pepton 5,0
Agar 18,0
Desztillalt viz 1000,0
pH: 7,2-7,4

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Huspepton tapleves

Huskivonat 3,0
Pepton 5,0
Desztillalt viz 1000,0
pH: 7,2-7,4

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Keményit6-kazein tapagar

Keményité (vizoldhato) 10,0
Kazein (0,1 N NaOH-ban feloldva) 1,0
K,HPO4 0,5
Agar 18,0
Desztillalt viz 1000,0
pH: 7,2-7,4

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Keményito tapagar

Keményit6 (vizoldhato) 10,0
Desztillalt viz 50,0
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Oldjuk fel a keményit6t a desztillalt vizben, majd adjuk hozza a
haspepton tapagarhoz.

Huspepton tapagar 950,0 ml
pH: 7,2-7,4

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

LB-Ampicillin taptalaj

Tripton 10,0 g
ElesztSkivonat 50 g
NaCl 5,0 ml
Agar 150 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,0

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc. A tapleves kb. 50 °C-ra
ampicillin oldatot (vizes oldat), majd ezt kdvetden Ontsiik meg a
lemezeket

LMX tapleves

Triptéz 50 g
NaCl 50 g
Szorbitol 1,0 g
Triptofan 1,0 g
K,HPO,4 2,7 g
KH;PO4 20 g
Na-lauril-szulfat 0,1 g
1-izopropil-p-D-1-tio-galactopiranozid (IPTG) 0,1 g
5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D- 0,08 g
galactopiranozid (X-GAL)

4-metilumbelliferil-B-D-glukuronid 0,05 g
Desztillalt viz 1000,0 mL
pH: 6.8

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Malata tapagar

Malata kivonat 50,0 g
Agar 180 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 5,6

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc
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Metilénkék tapleves

Tripton 50 g
Huskivonat 30 g
Metilénkék 0,1%-o0s vizes oldata 6,6 ml
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,0

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

MRS tapagar

Huskivonat 90 g
Pepton kazeinbdl 10,0 ¢
ElesztSkivonat 40 g
D-gliikoz 20,0 g
K>HPO, 20 g
Tween80 1,0 g
Diammoénium-hidrogén-citrat 20 g
Natrium-acetat 50 g
MgSO, 02 ¢
MnSO4 0,04 g
Agar 180 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 5,7

Sterilizalas autoklavban: 115 °C, 15 perc

MR-VP (giik6z-foszfat) tapleves

Pepton 50 g
K>HPO4 50 g
Gliikoz 50 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7.5

Sterilizalas autoklavban: 115 °C, 15 perc
Na-fenolftalein-difoszfat tartalmu tapagar
Na-fenolftalein-difoszfat 1%-os vizes oldata 10,0 ml
Huspepton tapagar 1000,0 ml

Az 50°C-ra hitott steril huspepton tapagarhoz aszeptikus
koriilmények kozott adjuk hozza a sziiréssel sterilizalt és hiitve
(4 °C-on) tarolt fenolftalein-foszfat oldatot.
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Na-tioglikolat tartalmi magasagar

Hﬁskivonat 1,0 g
Elesztokivonat 20 ¢
Pepton 50 g
Glikoz 50 g
NaCl 50 g
Na-tioglikolat 1,1 ¢
Agar 1,0 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,2

Metilénkék 0,02%-0s vizes oldata 10,0 ml
Sterilizalas autoklavban: 115 °C, 15 perc

Nitrat tartalmu tapleves

KNO; 1,0 g
Huspepton tapleves 1000,0 ml

pH: 7,2-7,4

Az iires kémcsovekbe a tapleves bemérése eldtt tegyiink Durham
csoveket (forditott helyzetben, nyilasukkal lefelé).

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Nitrit tartalmu tapleves

NaNOZ 170 g
MgSO; x H,0 05 g
FeSO4 x 7TH,O 0,03 g
NaCl 03 ¢
Na2CO3 190 g
K:HPO, 1.0 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,2-7.4

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Peptonviz tapleves

Pepton 1,0 ¢
NaCl 50 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,2-7,4

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc
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Pepton-so6 oldat

Pepton 1,0 g
NaCl 85 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,0-7,1

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

PMB (Postgate’s Medium B) tapleves

Na-laktat 35 ¢
MgSO4 x 7H,0 20 g
NH4CI 1.0 g
CaSOq4 1,0 g
Elesztokivonat 1,0 ¢
KH2P04 0,5 g
dH,O 1000,0 ml
pH: 7,0-7,5

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Vas-szulfat oldat

FeSO4 x 7H,O 0,5 g
dH,O 10,0 ml
Reduktans oldat

Na-tioglikolat 0,1 ¢
Aszkorbinsav 0,1 g
dHO 10,0 ml

A vas-szulfat oldat és a reduktins oldat hdre és oxidacidra
érzékeny, ezért anaerob rendszerben készitsiik el, majd sziiréssel
sterilizaljuk (0,22 pm pérusatmérd). Az alaptapleveshez annak kb.
50 °C tortént lehiilését kovetden adjuk hozza ezeket az oldatokat.

Rich tapagar

Pepton 10,0 g
Elesztékivonat 50 g
Kazaminosav 50 g
Huskivonat 20 g
Malatakivonat 50 g
Glicerin 20 g
MgS0s4 x 7H,O 1,0 g
Tween80 0,05 g
Agar 18,0 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,2

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc
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Rich tapleves

Pepton 10,0 g
Elesztékivonat 50 g
Kazaminosav 50 g
Huskivonat 20 g
Malatakivonat 50 g
Glicerin 20 g
MgSO4 x 7TH,O 1,0 g
Tween80 0,05 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,2

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

RMAC (Reinforced Medium for Alkalophilic Clostridia)
tapagar

Pepton 10,0 g
Kazein 10,0 g
NaCl 570 g
Hﬁskivonat 30 g
Elesztokivonat 1,5 ¢
Keményitd 1,0 g
Cisztein 1,0 g
Tris puffer 1,0 g
Na,S0;3 04 g
Fe-citrat 0,7 g
Agar 50 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,3-7,7

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Sabouraud gliikoz tapagar

Pepton kazeinbol 10,0 ¢
Gliikoz 40,0 ¢
Agar 50 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 5,6

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Szita-féle E67 tapagar

Huspepton tapagar 1000,0 ml
Gliikoz 10,0 g
Na-taurokolat 0,5 g
Kristalyibolya 1%-os vizes oldata 0,4 ml
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pH: 7,0

Az alaptaptalajt aramlo gézben 30 percig sterilizaljuk.
K-tellurit 1%-os vizes oldata 5,0 ml

Az 50 °C-ra hutott steril alap tapagarhoz aszeptikus koriilmények
kozott adjuk hozza a K-tellurit oldatot.

SOC tapleves

Tripton 20 g
Elesztokivonat 05 ¢
1 M NaCl oldat 1,0 ml
1 M KCl oldat 0,25 ml
2 M Mg-oldat 1,0 ml
2 M gliik6z oldat 1,0 ml
ddH,O 97,0 ml
pH: 7,0

Sterilizalas sziiréssel (0,22 um porusatmérd)

MgClz x 6 H,O 20,33 g
MgSO04 x 7 H,O 24,65 ¢
ddH,O 100,0 ml
Sterilizalas sziiréssel (0,22 um poérusatmérd)

Tejagar

Homogénezett, pasztorizalt tej 500,0 ml
Huspepton agar (kétszeres erésségil) 500,0 ml
pH: 7,2-7.4

Sterilizalas autoklavban: 115 °C, 15 perc

Tejporos tejagar

D-gliikoz 1,0 g
ElesztOkivonat 25 g
Tripton 50 g
Sovany tejpor 1,0 g
Agar 180 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 6,9

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Tioglikolat tapleves

Pepton 150 g
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Elesztékivonat

NaCl

Tioglikolsav

Glikoz

Agar

Metilénkék 1%-o0s vizes oldata
Desztillalt viz

pH: 7,2

Sterilizalas autoklavban: 115 °C, 15 perc

TS tapagar

Kazein hidrolizatum (pankreasz)
Széja hidrolizatum (papainos)
NaCl

Novekedési faktorok

Agar

Desztillalt viz

pH: 7,0-7,2

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

TS (Tryptone Soya Broth) tapleves

Pepton kazeinbdl
Pepton szdjabol
Gliikoz

NaCl

K,HPO,
Desztillalt viz

pH: 7,0-7,3

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

TSI (Triple Sugar Iron) tapagar

Huskivonat
Elesztékivonat
Pepton

Gliikoz

Laktoz
Szacharoz
FeSO4 x 7TH2O
NaCl

NazSZO3 X 5H20
Agar

Desztillalt viz
Fenolvoros 0,2%-os vizes oldata

pH: 7,0
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5,0
5,0
1,0
5,0
1,0
0,2
1000,0

14,5
5,0
5,0
1,5

18,0

1000,0

17,0
3,0
2,5
5,0
2,5

1000,0

3,0
3,0
20,0
1,0
10,0
10,0

5,0
0,3
20,0
1000,0
12,0
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Sterilizalas autoklavban: 115 °C, 15 perc

Tween80 tartalmi tapagar

Pepton 10,0 g
CaClz 091 g
NaCl 50 g
Tween80 10,0 ml
Agar 180 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,0-7,4

Sterilizalas autoklavban: 115 °C, 15 perc

Urea tapleves

Pepton 1,0 g
Gliikoz 1,0 g
NaCl 50 g
KH2P04 2,0 g
Fenolvoros 0,12 ¢
Desztillalt viz 900,0 ml
pH: 6,8

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Karbamid 40%-os vizes oldata 100,0 ml

Az 50°C-ra hutott steril tapleveshez aszeptikus koriilmények
kozott adjuk hozza a szliréssel sterilizalt karbamid oldatot.

Véres tapagar

Huspepton tapagar 950,0 ml
Defibrinalt steril marhavérvagy birkavér 50,0 ml

Az 50°C-ra hitott steril huaspepton tapagarhoz aszeptikus
koriilmények k6zott adjuk hozza a vért.

VRBG (Violet Red Bile Glucose) tapagar

Pepton 70 g
ElesztSkivonat 30 g
NaCl 50 g
D-gliikoz 10,0 g
Epesokeverék 1,5 g
Neutralvoros 0,03 ¢
Kristalyibolya 0,002 g
Agar 130 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,3
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Sterilizalas: forrasig melegités stiri kevergetés mellett, mig
teljesen fel nem oldodnak a komponensek. Ezutan mar 2 percnél
tovabb nem szabad forralni.

Wilson-Blair-féle bizmut-szulfit tipagar

Pepton 80 g
Gliikoz 10,0 g
FeSO4 03 g
Brillantzold 0,016 ¢
Bizmut-szulfit 26,0 g
Agar 180 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
pH: 7,3

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Zselatin tartalmu tapagar

Zselatin 40 ¢
Desztillalt viz 50,0 ml

Aztassuk a zselatint a vizben, és ha teljesen meglagyult adjuk
hozza az olvasztott hispepton tapagarhoz.

Huspepton tapagar 950,0 ml
pH: 7,2-7,4

Sterilizalas autoklavban: 115 °C, 15 perc
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13.3 A laboratoriumi gyakorlatok soran hasznalt festékek

Gram-féle jodoldat

Jod 1,0 g
KJ 20 g
Desztillalt viz 300,0 ml
Karbolos fukszin festékoldat

Bazikus fukszin 1,0 g
Etanol (95%-0s) 10,0 ml
Fenol 5%-os vizes oldata 100,0 ml
Kriozidin festékoldat

Krizoidin-Y 1%-os vizes oldata 33,3 ml
Desztillalt viz 100,0 ml
Kristalyibolya festékoldat

A oldat:

Kristalyibolya 10,0 ¢
Etanol (95%-0s) 100,0 ml
B oldat:

Ammonium-oxalat 1%-os vizes oldata

Az alkotok oldddasa utan keverjiink 6ssze 20 ml A oldatot 80 ml B
oldattal.

Malachitzold festékoldat

Malachitzold 50 g
Desztillalt viz 100,0 ml

Metilénkék festékoldat

Metilénkék 03 ¢
Etanol (96%-0s) 30,0 ml
Desztillalt viz 1000,0 ml
Neisser festékelegy

Ecetsavas metilénkék oldat

Metilénkék 0,1 g
Jégecet 5,0 ml
Etanol (96%-0s) 5,0 ml
Desztillalt viz 1000,0 ml
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Kristalyibolya oldat

Kristalyibolya 10%-os oldata 96%-o0s etanolban 3.3
Etanol (96%-0s) 6,7
Desztillalt viz 100,0

A festékelegy 2r1ész ecetsavas metilénkék oldat és
kristalyibolya festékoldat keveréke.

Ryu festékoldat

A oldat

Csersav 10,0
Fenol 5%-os vizes oldata 50,0
AIK(SOs),; x 12H0 telitett oldata 50,0
B oldat

Kristalyibolya 12,0
Etanol 100,0

ml
ml
ml

1 rész

ml
ml

g
g

A festékoldat 10rész A oldat és 1rész B oldat keveréke.

Felhasznalas el6tt hagyjuk allni 2-3 napig.

Savas etanol

HCI (cc.) 3,0
Etanol (95%-0s) 97,0

Szafranin festékoldat

Szafranin 1,0
Desztillalt viz 100,0

Szudan-fekete B festékoldat

Szudan-fekete B 0,3
Etanol (70%-0s) 100,0
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13.4 A laboratoriumi gyakorlatok soran hasznalt oldatok, anyagkeverékek és reagensek

Barritt reagens

A oldat

a-naftol 6,0 g
Etanol (96%-0s) 94,0 ml
B oldat

KOH 16,0 g
Desztillalt viz 84,0 ml

1%-0s DNSA reagens

3,5-dinitroszalicilsav 5 g
K-Na-tartarat 150 ¢
KOH-NaOH oldat: 50 ml
9,6 g NaOH, 13,44 g KOH, 60 ml ddH,O
ddH.O 450 ml
Fenolftalein 1,0 %-os (m/V) alkoholos oldata
Fenolftalein 1,00 g
Absz. etanol 100,00 ml

Formaldehid 3,2%-os oldata pH 7-es 0,2 M kakodilitpufferben

(10 ml)

Formaldehid oldat (37%-0s) 0,86 ml
Kakodilatpuffer (0,2 M) 5,0 ml
Desztillalt viz 4,14 ml

Formvar 0,3%-0s (m/V) kloroformos oldata

Formvar 03 ¢
Kloroform 100,0 ml

Foszfor-volframat 1%-os (m/V) vizes oldata (pH 7,0)

Foszfor-volframsav 1,0 g
Desztillalt viz 100,0 ml

pH 7 beallitasa 0,1 M NaOH vagy KOH odattal

Glutaraldehid 2,5%-os oldata pH 7-es 0,2 M-os
kakodilatpufferben (10 ml)

Glutaraldehid oldat (25%-0s) 1,0 ml
Kakodilatpuffer (0,2 M) 5,0 ml
Desztillalt viz 40 ml

Glutiraldehid 5%-o0s oldata pH7-es 0,2M-os Na-K
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foszfatpufferben (10 ml)

Glutaraldehid oldat (25%-0s) 2,0 ml
Na-K foszfatpuffer (0,2 M) 5,0 ml
Desztillalt viz 3,0 ml

Griess-Ilosvay reagens

Reagens 1

Szulfanilsav 80 g
5 M esetsav oldat 1000,0 ml
Reagens 2

a-naftilamin 50 g
5 M esetsav oldat 1000,0 ml
IPTG 50 mg/ml oldata

IPTG 12 g
ddH,O 2,0 ml

Sterilizalas sziiréssel (0,22 um poérusatmérd)

Kakodilatpuffer 0,2 M-os oldata (pH 7)

A. 0,2 M kakodilat térzsoldat:

Na(CH3)2As0; x 3H,0 428 g
Desztillalt viz 1000,0 ml
B. 0,2 M HCl torzsoldat:

HCl oldat (36-38%-0s) 10,0 ¢
Desztillalt viz 603,0 ml

A pH 7-es 0,2 M Na-kakodilatpuffert ugy kapjuk meg, hogy 50 ml-nyi
A oldatot és 6,3 ml-nyi B oldatot keveriink 6ssze és kiegészitjiik a
térfogatat 100 ml-re desztillalt vizzel, vagy 1:1 aranyban higitjuk a
kivant fixaloval.

Kalium-ferricianid 10%-o0s (m/V) oldata

Kélium-ferricianid 10,0 ¢
ddH,O 100,0 ml

Kalium-ferrocianid 1%-o0s (m/V) oldata

Kalium-ferrocianid 1,0 g
1 M sésav oldat 100,0 ml
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Kovacs reagens
para-dimetil-amino-benzaldehid

Butanol
Sésav, koncentralt, p.a.

Lugol oldat
Jod, p.a.

KI, p.a.
Desztillalt viz

Metilénkék 1%-o0s (m/V) vizes oldata

Metilénkék
Desztillalt viz

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Metilvoros oldat
Metilvoros

Etanol (96%-0s)
Desztillalt viz

Na-acetat puffer (pH 4,6)

Na-acetat
ddH;O

5,0
75,0
25,0

5,0
10,0
100,0

1,0
100,0

0,1
300,0
200,0

24,6
100,0

g
ml

ml

oQ 0

ml

ml
ml

ml

pH beallitasa 1 M HCI oladattal. Sterilizalas autoklavban: 121 °C,

15 perc

Na-K foszfatpuffer 0,2 M-os oldata (pH 7)

A oldat Gsszetétele:

KH,PO,
Desztillalt viz

B oldat Osszetétele:

NazHPO4 X 2H20
Desztillalt viz

A pH 7-es 0,2 M-os 50 ml Na-K foszfatpuffert ugy kapjuk meg,
hogy 19,5 ml-nyi A oldatot és 30,5 ml-nyi B oldatot keveriink

0ssze.

Na-K foszfatpuffer 0,1 M-os oldata (pH 7)

2,72
100,00

3,56
100,00

g
ml

g
ml

0,2 M Na-K foszfatpuffert (pH 7) desztillalt vizzel felére higitjuk
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NaOH 50%-o0s (m/m) vizes oldata

NaOH 100,00 ¢
Desztillalt viz 100,00 ml

Nessler reagens

KI 80 g
HgCl, 11,5 g
6 M NaOH oldat 50,0 ml
ddH,O 50,0 ml

Oldjuk fel a reagenseket 20 ml vizben, majd adjuk hozza a
maradék vizet. Adjuk hozzd a NaOH oldatot és hagyjuk allni 24
oran at. Ezt kdvetden a feliiliszot mérjiik at egy tiszta tivegbe.

PBS puffer

10x toménységii oldat készitése:

KCl 2,00 g
Na,HPO4 1 1,50 g
KH2P04 2,00 g
ddH.O 1000,00 ml
Sterilizalas sziiréssel (0,22 um pdérusatmérd)

1x toménységli munkaoldat készitése:

10xPBS 100,00 ml
NaCl 8,00 g
ddH.O 900,00 ml
Sterilizalas sziiréssel (0,22 um pérusatmérd)

Rezazurin 0,05%-o0s (m/V) vizes oldata

Rezazurin 0,05 g
Desztillalt viz 100,00 ml
Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Rezazurin 1%-o0s (m/V) vizes oldata

Rezazurin 1,00 g
Desztillalt viz 100,00 ml
Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Sosavas higanyklorid oldat

HgCl, 150 g
Sosav, koncentralt 20,0 ml
Desztillalt viz 100,0 ml
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1xTBE oldat (pH: 8,3)

Trizma bazis 10,78 ¢
Borsav 55 g
EDTA 0,74 g
ddH,O 800 ml

Ellendrizziik a puffer pH-jat, majd egészitsiik ki az oldat térfogatat
1 I-re ddH,O-val.
Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

Toltoépuffer agardz gélelektroforézishez

Glicerin (87%) 57,5 ml
1 M-os Bromofenol kék oldat 250 wl
1 M-os Xilén cianol oldat 25,0
ddH,O 32,5 ml

1 M-os TRIS (tris-hidroximetil-aminometan) puffer (pH 8,0)

Trizma bazis 121,1 g
ddH,O 800 ml
HCl (cc.) 42,2 mL

Ellendrizziik a puffer pH-jat, majd egészitsiik ki az oldat térfogatat
1 l-re ddH,O-val.
Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc

TTC 1%-0s (m/V) oldata 96%-os etanolban

TTC 0,05 g
Etanol (96%-0s) 5,00 ml
Vazpar

vazelin és paraffin 1 : laranyu keveréke

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc, kevés viz hozzaadasaval.
Forron alkalmazzuk, mert elvalik dermedéskor az {ivegfelszintdl,
és nem zar rendesen.

X-Gal oldat

5-bromo-4-kloro-3-indolil--D- 0,10 g
galaktopiranozid

N,N’-dimetil-formamid 2,00 ml

Zselatinos foszfatpuffer

NaCl 8,00
KCl 0,20

oo 09
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NazHPO4
KH>PO4
Zselatin
Desztillalt viz
pH: 7,2

Sterilizalas autoklavban: 121 °C, 15 perc.
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13.5 Kemotaxonomiai vizsgalatokhoz szolgalo futtaté elegyek és reagensek

DAP futtaté elegy

Metanol 80 ml
Desztillalt viz 26 ml
6 M sésav 4 ml
Piridin 10 ml

Teljes sejt cukormeghatarozashoz futtaté elegy

n-butanol 40 ml
Desztillalt viz 24 ml
Piridin 24 ml
Toluol 4 ml

Kinonok vékonyréteg kromatografias meghatarozashoz futtato

elegy
Hexan 110 ml
Dietiléter 20 ml

Polaris lipidek extrakcios elegye

Kloroform 50 ml
Metanol 100 ml
0,3 m/V %-os NaCl oldat 40 ml

Kornyezeti mintiakhoz alkalmazott reakcidelegy

Metanol 100 ml
KOH 1,12 g

Zsirsav extrakcio reagensei

1. szaponifikacios reagens

NaOH (at.) 45 g
metanol (at.) 150 ml
bdH,O 150 ml
2. metilalé reagens

6N HCl-oldat 325 ml
metanol (at.) 275 ml

3. extrakcids reagens

hexan (HPLC min6ségii) 200 ml
terc-metil-butil éter (HPLC mindségit) 200 ml
4. bazikus moso6folyadék

NaOH (at.) 10,8 ¢
bdH-O 900 ml
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GC analizis koriilményei membran zsirsavak kimutatiasa soran: splitless injektalas.
Alkalmazott oszlop: kapillaris oszlopot (SPB-1, 30x32mm id.), hdmérséklet: 150°C-250°C ig
4 °C/perc sebességgel emelve, vivogaz: hélium, 150°C-on. Detektor tipusa: FID, 280°C.

Volatilis végtermék analizis

Kromatogrdfias koriilménvek: Sandard
Oszlop tipusa: 19001¢-003

6 ft 10% FFAP 100 ml desztillalt vizben:

1% H,PO, toltott oszlop

hangyasav (50%) 0,114ml
ecetsav (96%) 0,037ml
Detektor tipusa: FID (Flame ionisation detector) propionsav 0,075ml
izovajsav 0,092ml
Oszlop hémérséklete: 145 °C vajsav 0,091ml
Injektor hdmérséklete: 180 °C valeriansav 0,109ml
Detektor hdmérséklete: 190 °C izovaleriansav 0,109ml
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13.6 A laboratdériumi gyakorlatok soran alkalmazott mérési modszerek

13.6.1 A McCrady féle karakterisztikus szam meghatarozasa

McCrady féle karakterisztikus tdblazat, melynek segitségével ki lehet szdmolni a
legvaldszintibb €16 csiraszamot a novekedést mutatd pozitiv csdvek szamabol MPN modszer
alkalmazasaval.

A karakterisztikus szamot az utolsd6 harom, még novekedést mutatd higitasi tagbol
képezziik:

Egyes higitési tagokban 1év6
. pozitiv mintdk szdma Karakterisztikus
Minta Higitasi szam

& .| 2|3 |45 |6

foka
A 5 5 4 3 1 0 431
B 5 4 0 0 0 0 540
C 5 4 3 2 2 1 221

A baktériumok szdma MPN/ml (vagy MPN/g) értékben olvashatd le (ha 5 parhuzamos
leoltast készitiink, és 10-es higitasi sorozatot alkalmazunk). Ez a szamérték megadja, hogy a
karakterisztikus szam elsd szamértékéhez tartoz6 mintaban mennyi baktérium talalhato.

Karakterisztikus Karakterisztikus Karakterisztikus
SZAm MPN/ml SZAm MPN/ml SZAm MPN/ml
0 0 0 <1.8 3 0 2 13 4 5 1 48
0 0 1 1.8 3 1 0 11 5 0 0 23
0 1 0 1.8 3 1 1 14 5 0 1 31
0 1 1 3.6 3 1 2 17 5 0 2 43
0 2 0 3.7 3 2 0 14 5 0 3 58
0 2 1 5.5 3 2 1 17 5 1 0 33
0 3 0 5.6 3 2 2 20 5 1 1 46
1 0 0 2.0 3 3 0 17 5 1 2 63
1 0 1 4.0 3 3 1 21 5 1 3 84
1 0 2 6.0 3 3 2 24 5 2 0 49
1 1 0 4.0 3 4 0 21 5 2 1 70
1 1 1 6.1 3 4 1 24 5 2 2 94
1 1 2 8.1 3 5 0 25 5 2 3 120
1 2 0 6.1 4 0 0 13 5 2 4 150
1 2 1 8.2 4 0 1 17 5 3 0 79
1 3 0 8.3 4 0 2 21 5 3 1 110
1 3 1 10 4 0 3 25 5 3 2 140
1 4 0 11 4 1 0 17 5 3 3 180
2 0 0 4.5 4 1 1 21 5 3 4 210
2 0 1 6.8 4 1 2 26 5 4 0 130
2 0 2 9.1 4 1 3 31 5 4 1 170
2 1 0 6.8 4 2 0 22 5 4 2 220
2 1 1 9.2 4 2 1 26 5 4 3 280
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2 1 2 12 4 2 2 32 5 4 4 350
2 2 0 9.3 4 2 3 38 5 4 5 430
2 2 1 12 4 3 0 27 5 5 0 240
2 2 2 14 4 3 1 33 5 5 1 350
2 3 0 12 4 3 2 39 5 5 2 540
2 3 1 14 4 4 0 34 5 5 3 920
2 4 0 15 4 4 1 40 5 5 4 1600
30 0 7.8 4 4 2 47 5 5 5 >1600
30 1 11 4 5 0 41

13.6.2 Fenol-index meghatdrozasa spektrofotometrias modszerrel

A fenolindex azokra a fenolvegyiiletekre vonatkozik, amelyek 4-amino-antipirinnel —
meghatarozott koriilmények kozott — szines vegylileteket képeznek. A meghatarozas
megkezdése eldtt a fenolvegyiileteket desztillacioval valasztjuk el a szennyezddésektdl és a
tartositas soran alkalmazott vegyszerektdl.

Reagensek:

a. alfa-amino-antipirin 2 g/ 100 ml tdménységti desztillalt vizes oldata

b. kalium-hexaciano-ferrat 8 g / 100 ml toménységti desztillalt vizes
oldata

c. NH4CI-NH40H pufferoldat (67,5 g ammonium-kloridhoz 570 ml
25%-0s ammonia-oldatot adunk, majd ezt feltoltjiik desztillalt vizzel
1000 ml-re, 10,2-10,5 pH)

Minta Osszetétele:
10,0 ml vizminta (eredeti v. desztillalt vizzel ismert mértékben higitott) .
0,5 ml pufferoldat (c. reagens)
0,2 ml antipirin oldat (a. reagens)
0,2 ml hexaciano-ferrat oldat (b. reagens)

A puffer és az egyes reagensek hozzdadasa utdn a mintdt homogenizaljuk! 15 perc allasido
utan végezziik el az abszorbancia mérést 510 nm-en, reagens vak mintaval szemben Hach
DR/2000 tipusu spektrofotométerrel.

Fontos: szines oldatok esetén a pufferoldat hozzdadasa utan is mérjik le 510 nm-en az
abszorbanciat (vak minta ezesetben: desztillalt vizt+pufferoldat) és ezzel az értékkel
korrigaljuk a két reagenssel mért abszorbanciat.

A fenolindexmeghatarozashoz sziikséges Kkalibralé gorbe elkészitéséhez
alkalmazott oldatok
Torzsoldat I.: Analitikai pontossdggal méré lombikba mériink 1 g analitikai tisztasdgu fenolt
(a fenolbol enyhe melegitéssel folyékony fenolt ontiink ki kis pohérba, ezt desztillalt vizzel
oldjuk és bemossuk mérélombikba), majd desztilldlt vizzel egy literre jelig toltjiik.
Koncentracioja: 1000 mg/1 fenol.
Alkalmazhaté higitdsok a szdzszorosara higitott, 10 mg/l fenol koncentracioju II.
torzsoldatbol:
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10,0 ml 6ssztérfogatra desztillalt vizzel feltdltve:
1 ml térzsoldat II. (1 mg/l)
2 ml térzsoldat II. (2 mg/l)
4 ml torzsoldat II. (4 mg/l)
5 ml torzsoldat II. (5 mg/l)
7 ml torzsoldat II. (7 mg/1)
10 ml torzsoldat II. (10 mg/1).

modszerrel

Az Osszeallitott mikrokozmoszokban zajlé biodegradacios folyamatokat a trikloretén
kovetjiik. A modszer alkalmas a metan, az etén, a vinil-klorid, a cisz- és transz-dikloretén,
valamint a trikloretén elvalasztasara.

1. A méréseket HP 5890 tipusti, langionizacios detektorral és HP-PLOT/Q tipusa
kapillaris oszloppal felszerelt gazkromatograftal végezziik.

2. Vivogazként 5.0-4s tisztasdgu héliumot alkalmazunk.

3. Az injektalas 1:20 split arany mellett torténik.

4. Az alkalmazandé hémérsékleti program jellemzoéi: 2 perc 60°C-on, majd felfiités
250°C-ra 25°C/perc sebességgel, végiil 2 perc 250°C-on.

5. A mikrokozmoszok (mérendd mintak €s kalibracids céllal 6sszeallitott standardok)
g0zterébdl minden alkalommal 100 pl mintat vesziink €s injektalunk a késziilékbe Hamilton-
fecskenddvel.
fazisaranyokkal Osszedllitott és azokkal azonosan kezelt standard oldatok felhasznalasaval
1étrejott kalibralo oldatsorozatra kapott eredmények alapjan hatdrozzuk meg.

gazkromatografiaval

1. A méréseket HP 5890 tipusu, langionizacios detektorral és HP-PLOT/Q tipust
kapillaris oszloppal felszerelt gdzkromatograffal végezziik.

2. VivOgazként 5.0-4s tisztasagl héliumot alkalmazunk.

3. Az injektalas 1:20 split arany mellett torténik.

4. Az alkalmazand6é hdmérsékleti program: 3 perc 60°C-on.

5. A mikrokozmoszok gdézterébdl minden alkalommal 100 pl mintat vesziink é€s
injektalunk a késziilékbe Hamilton-fecskenddvel.

6. A metin koncentracidjat  kereskedelmi forgalomban kaphato, ismert
térfogatszazalékos Osszetételli gazstandard (Scotty Analyzed Gases 4%) segitségével
hatarozzuk meg: egy teflondugoval és aluminiumkupakkal lezart liveget teljes térfogataban
feltoltliink a gazstandarddal. A lezart iivegbdl Hamilton-fecskendd segitségével 25, 50 és 100
pl mintat vesziink és injektdlunk a késziilekbe. Az igy elkészitett kalibracid alapjan

crer

*A gazstandard Osszetétele: Osszetevdi: 1% acetilén, 1% szén-dioxid, 1% szén-
monoxid, 1% etan, 1% etén és 1% metan nitrogénben.
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13.6.5 A hazai gyakorlatban a kiilonféle vizek vizmindsitése a-klorofill tartalom alapjan

Az allovizek fitoplankton a-klorofill hatarértékei (ug L) az egyes mindségi osztalyokban

Tipusok Klorofill kivalo | jo mérsékelt | gyenge | rossz
metrika
kodja

Balaton Chl 11 23 35 50 > 50

(1. biologiai tipus)

Egyéb sekély tavak Chl, 18 40 75 100 > 100
(2.,3.,4., 5., 8. biologiai
tipusok)

M¢ély tavak Chls 8 15 30 50 > 50
(6., 7. bioldgiai tipusok)
(banyatavak)

A vizfolyasok fitoplankton a-klorofill hatarértékei (ug L) az egyes mindségi osztalyokban

Tipuscsoportok és bioldgiai tipusok* | kivalo jo kozepes | gyenge rossz
1. Tipuscsoport (1/2/3/5) 2,7 5,6 10,5 15,5 > 15,5
2. Tipuscsoport (4) 5,9 10,0 18,3 27,6 >27.6
3. Tipuscsoport (6/7) 4,2 8,7 18,5 28,0 >28.0
4. Tipuscsoport (8) 6,0 10,0 18,0 28,0 > 28,0
5. Tipuscsoport (9/10) 15,0 30,0 45,0 60,0 > 60,0

* Magyarorszag felszini vizeit abiotikus valtozok alapjan kiilonboz6 tipusokba soroljuk (pl. hegyvidéki vizfolyasok,
sikvidéki vizfolyasok, szerves talajon atfolyd folyok, szikes tavak stb.). Majd pedig ezeket az abiotikus tipusokat az
¢l6lényegylittesek Osszetétele alapjan biologiai tipusoknak feleltetjiik meg. Ennek a megfeleltetésnek a soran jonnek létre
ezek a tipuscsoportok. Bvebb informacié a http:/www.vizeink.hu/ weboldalon és Borics & Kiss (2015) Moédszertani
utmutatojaban talalhato.

A természetes fiirdoviz vizmindségi kovetelményei

kivaldo mindség ]6 mindség tlirhetd mindség

a-klorofill  (ugL™)
cianobaktérium 10 25 50
dominancia esetén
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13.7

A mikrobiologiai vizsgaldlaboratériumokban alkalmazott szabvanyokban szereplo
leggyakoribb roviditések és az akkreditacios eljarassal kapcsolatos szervezetek
elérhetdsége

ISO: International Organization for Standardization

IEC: International Electrotechnical Comission

ILAC: International Laboratory Accreditation Cooperation
EA: European co-operation for Accreditation

IAF: International Accreditation Forum

NAT: Nemzeti Akkreditalo Testiilet

NAR: Nemzeti Akkreditalasi Rendszer

SZAB: Szakmai Akkreditalo Bizottsag

MSZT: Magyar Szabvanyligyi Testiilet

MMT: Magyar Mindség Térsasag

EOQ MNB: European Organization for Quality Magyar Nemzeti Bizottsag
KES: Korhazi ellatasi standard

Nemzeti Akkreditalo Hatosag www.nah.gov.hu
Magyar Szabvanyligyi Testiilet www.mszt.hu
International Organization for Standardization WWW.i80.com
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