I. 1.

A MIKROBIOLÓGIA TUDOMÁNYÁNAK KIALAKULÁSA, FELOSZTÁSA, ORVOSI-GYÓGYSZERÉSZI JELENTŐSÉGE ÉS TÖRTÉNETÉNEK FONTOSABB ADATAI.

A mikrobiológia a szabad szemmel nem látható, egysejtű, mikroszkópos méretű baktériumokkal, gombákkal és protozoonokkal foglalkozik; tárgyalja a multicelluláris férgeket, az elektronmikroszkóppal látható, szubcelluláris szerveződésű vírusokat. 

A mikrobák fontosak a bioszféra egyensúlyának megtartásában. Egy-két méter mélyen a talaj gyakorlatilag csíramentes. A felette elterjedt mikrobák a nitrogén-, a szén-, a kén- és a foszforkörforgalmat biztosítják. A nitrogénkötő baktériumok a pillangós növények gyökerein élve elősegítik a nitrogén-tartalmú vegyületek képződését.

A ritka fémeket akkumulálni képes mikrobákat az ércbányászatban és a mezőgazdaságban hasznosítják; egyesek rovarölő szerként használhatók. 

A mikrobákat alkalmazzák élelmiszeripari termékek, élvezeti cikkek előállítására. Az élelmiszeripar felhasználja az élesztőgombákat sör, bor, kenyér előállítására, a lactobacillusokat tejtermékek és háztartási ecet készítésére.

A mirkobák segítségével a gyógyszeriparban gyógyszeralapanyagokat, vitaminokat, enzimeket, szteroidokat, antibiotikumokat állítanak elő. Gyógyszerként használt anyagokat (aminosavak, enzimek, szteroidok) állítanak elő, és lehetőség van ezen anyagok szerkezeti módosítására is. Az erjedés során keletkező szorbóz alapanyaga az alkoholoknak, tejsavnak, citromsavnak és  C-vitaminmak. 

A mikroorganizmusok modellrendszert szolgáltatnak a molekuláris biológiai kutatásokhoz. Bioszintézisük járványtani szempontból fontos a fertőző betegségekkel szemben; védőoltás, specifikus ellenanyag készíthető. Segítségükkel tesztelni lehet újonnan kifejlesztett gyógyszerek karcinogén hatását. A nem fertőző betegségek diagnosztikájában is fontosak. A DNS-rekombináns technika lehetőséget teremt gyógyszeranyagok  és oltóanyagok előállítására. 

A történelemben fertőző betegségek (feketehimlő, gyermekbénulás, tuberculosis, pestis, kolera, lepra, vérbaj, malária) régóta léteznek. Bizonyíték erre Ramses múmiája, melyen a bőrlaesio nyomai a himlő által okozottt bőrelváltozásokra emlékeztetnek. 

A mikrobiológia fontosabb állomásai:  

Fracastorius (1546): élő kórokozó fogalma („Contagium vivum”)

Leewenhoek: mikroszkóp – mikroorganizmusok felfedezése

Jenner (1796): himlőjárványok megelőzhetők (tehénhimlő-nyirokból készített oltóanyag; vakcina = tehén)

Pollender (1850): lépfene – pálcikák a vérben

Devain: beteg vérrel átvihető a fertőzés egészséges egyedre

Schönlein, Gruby Dániel: mikroszkópikus gombák szerepe bőrbetegségekben

Semmelweis Ignác (1847): gyermekágyi láz – klóros vizes kézmosás

Lister: karbolos permetezés

Pasteur, Koch (1875-1910): mikrobiológia aranykora

Pasteur: fertőző betegségek mikróbás eredetének elmélete, baktériumok húslevesben való tenyésztése, gyengített kórokozót tartalmazó vakcina, veszettség elleni védőoltás

Hőgyes  Endre: veszettség elleni védőoltás módosítása, magyarországi Pasteur Intézet

Yersin, Roux: diftéria toxin felfedezés

Ramon: anatoxin felfedezése

Koch: szilárd táptalajok, baktériumok tiszta tenyészetének előállítása, festési eljárások, morfológiai vizsgálatok, tuberculosis és kolera kórokozójának felfedezése

Klebs: diftériás torok álhártyáján pálcika baktériumok

Löffler: diftéria kórokózóját izolálta

Fränkel: pneumococcus felfedezése

Weichsbaum: meningococcus felfedezése

Kitasato (1889): tetanuszt okozó baktérium izolálása

Metchnikov: fagocita-tevékenység felismerése, celluláris immunitás alapjai

Fodor József: humorális immunitás tudománya

Nuttal, Bordet: szerológia tudománya

Bordet, Gengou: komplementkötési reakció

Ehrlich: antitestek specifitása, fertőző betegésgek kórokozói szervezeten belül kémiai anyagokkal elpusztíthatók, vérbaj – Salvarsan

Jerne: ellenanyagtermelés természetes szelekciós elmélete

Burnet: klónszelekciós elmélet

Domagk: kemoterápia – szulfonamidok felfedezése

Fleming (1929): penicillin felfedezése

Florey, Chain: penicillin alkalmazása a II. világháború idején

Avery: DNS-ben megtalálta az átörökítés anyagi alapjait

Delbrück, Luria: mutáció tanulmányozása

Tatum, Lederberg: konjugáció és transzdukció felfedezése

Ivanovszkij (1892): átvitte a dohánymozaik betegséget dohánylevelek baktériummentes szűrletével egészséges palántákra, bebizonyította a vírusok létezését

Loeffler, Frosch (1898): száj- és körömfájás kórokozóját tudta továbboltani 

Ellermann, Bang: első daganatvírusok felfedezése

Twort, d’Herelle (1916): baktériumvírusok, bakteriofágok felfedezése

1930: technikai fejlődés a víruskutatásban – fizikai, kémiai és biokémiai tulajdonságok

Goodpasteur, Burnet: fejlődő csirkeembrió alkalmas vírusok tenyésztésére, szaporítására, védőoltások készítésére

Andrewes, Laidlaw, Smith (1933): inflkuenzavírus felfedezése, gyermekbénulás vírusának kitenyésztése és védőoltás kidolgozása

1950-1960: orvosi virológia aranykora
Enders (1949): szövettenyésztési módszerek 

szövettenyésztési módszerek – új vírusok felfedezése, vírusbetegségek diagnosztikája, vírusok jelenléte kimutatható a sejtkárosító hatások következtében, vírus és gazdasejt egymásra hatásának tanulmányozása

Salk: oltóanyag-kutatás- és termelés – IPV: gyermekbénulás elleni inaktivált oltóanyag 

Sabin: élő, attenuált vírust tartalmazó polivakcina (OPV) kidolgozása

1980-as évek: rekombináns vírusok létrehozásának módszerei, HIV (Human Immundeficiencia Virus, AIDSkórokozója)

Molekuláris virológia: sejt-vírus interakciók tanulmányozása

I. 2.

A BAKTÉRIUMOK MÉRETE, ALAKJA, A BAKTÉIUMSEJT SZERKEZETE.

A baktériumok a legkisebb (μm) élő sejtek. Átlagosan 2-5 μ, hosszúak és 0,5-0,8 μm átmérőjűek.A legkisebb baktériumok (mycoplasmák) közel akkorák, mint a legnagyobb vírusok; a legnagyobb patogén baktérium (Borrelia recurrentis) 40 μm. 

A baktériumok alakját a sejtfal határozza meg. Lehet gömb (coccus), pálca (bacillus) vagy spirális. A pálcák lehetnek rövidek (coccobacillus) vagy hajlottak (vibrió vagy comma). A spirális forma lehet merev (spirilliumok) vagy hajlékony (spirochaeták). Egyes fajok nagy alakváltozatosságot (pleomorfizmus) mutatnak (Haemophilus influenzae). 

A baktériumok szerkezetének vannak esszenciális (sejtburok, citoplazma, maganyag) és acesszorikus (tok, csillók, fimbriák, spóra) elemei.

A sejtburok (sejtfal) többrétegű, a környezettel tartja a kapcsolatot. Több folyamat ezen membránstruktúrához kapcsolódik (melyek eukariótákban a citoszolban zajlanak). Fizikai védelmet nyújt, transzportfolyamatokban vesz részt.

A belső (citoplazma-) membrán foszfolipidekből álló kettős réteg, melybe fehérjék ágyazódnak. Ezek a fehérjék horizontális vándorlásra képesek. A membránnak lehet jellegzetes kitüremkedése (mesosoma), melynek a sejtosztódásban van szerepe. A membrán szerepe a szelektív barrier funkció: homeosztázis fenntartása, aktív transzport. A bioszintetikus folyamatok közül a DNS, a sejtfal prekurzorok és a lipidek szintézise itt történik. Az aerob baktériumok esetén az elektrontranszport és az oxidatív foszforiláció enzimjei és komplexei a membránban találhatók (hasonló a funkciója, mint a mitokondriumnak). Receptorok is találhatók a membránon. Számos dezinficiens és antibakteriális szer támadosponta a citoplazmamebrán. 

A gram(+) sejtfal peptidoglikán (komplex polimer) réteg, melynek különböző részei vannak. A polimer cukor-lánc (NAG: N-acetil-glukozamin és NAM: -muraminsav) minden baktériumban azonos. A tetrapeptid- oldallánc eltérő a Gram(+) és a Gram(-) baktériumoknál. A peptidoglikán réteg szilárdságát a keresztkötések sűrűsége határozza meg. A réteg vastagsága eltér a Gram(+) (30-40 rétegű, porózus) és Gram(-) (néhány réteg) baktériumoknál. A réteg szintézise a citoplazmában kezdődik. Innen az alegységeket hordozó lipid átviszi a citoplazmamebránon és annak külső oldalához kapcsolja. Ezután transzpeptidáció révén szilárd térhálós szerkezet alakul ki. E sejtfalszintézis célpontja az antibakteriális terápiának, valamint a szervezet természetes védekező mechanizmusainak. Speciális komponense a teikolsav (felszíni antigén). A sejtfal-teikolsav permeabilitási barrierként funkcionál; a lipoteikolsav a peptidoglikán réteget a citoplazmamembránhoz rögzíti. 

A Gram(-) sejtfal a citoplazmamembrán és a külső membrán között periplazmatikus teret tartalmaz. Ebben gélállapotú fehérjék, oligoszacharidok (pufferek) és a peptidoglikán réteg helyezkedik el. Szubsztrátkötő fehérjék, enzimek (AB hatástalanítók is) találhatók benne. A külső membrán kettős rétege nem szimmetrikus. A külső rétegét lipopoliszacharid (LPS, barrier) képezi, amelynek belső része a toxikus hatású lipid A (endotoxin, mert nem szekretálódik). A középső része az R-mag, a külső része pedig a Q-specifikus oldallánc (O-antigén). Az O-antigén az alapja a Gram(-) baktériumok szerológiai csoportosításának. A külső membránon porin-fehérjék találhatók, melyek trimérjei csatornaként funkciónálnak. 

A citoplazma 80% vizet tartalmaz. Benne található a maganyag, a riboszómák (30S, 50S → 70S) és zárványok. A riboszómák számos AB szelektív támadáspontjai. A gyors fehérjeszintézist az teszi lehetővé, hogy a transzkripció és a transzláció szorosan kapcsolt, nincs érési folyamat. A zárványok tartalék tápanyagok, jelentőségük a diagnosztikában van (Neisser-festés: volutin-szemcsék). 

A nukleotid (maganyag) elhatárolás nélkül a citoplazmában helyezkedik el. Egyetlen kettős szálú DNS-e zárt cirkuláris molekulát képez. A nyugvó sejtekre egy genom-kópia jellemző, a bakteriális genom tehát haploid. Ez a citoszolban szuperhélixet képez és hisztonszerű fehérjéket tartalmaz. A mesosomákhoz tapad, ami a genomszétválást segíti.

Az endospóra kedvezőtlen környezeti hatásokra kialakuló differenciáló folyamat eredménye, és nagy az ellenállóképessége (hőrezisztensek, kemikáliákkal szemben is ellenállók). Ilyen spóraképzésre a Gram(+) pálcák, a Bacillus és a Clostridium genus képes. Belső spóramagja (core) fehérjeszintetizáló és energiatermelő rendszer, Ca2+-dipikolinátot tartalmaz. A magot komplex membránréteg veszi körül, mely peptidoglikánból, cortexből és keratin-köpenyből áll. A spóra mérete fajra jellemző. Újra kedvező körülmények közé kerülve a germináció során vegetatív sejt képződik belőle. 

A csilló az aktív (rendezett, rotáló) mozgás szerve, mely flagellin polimerekből épül fel. Léteznek monotrich, lophotrich, amphitrich és peritrich csillós mikrobák. Sejtmembránba ágyazott része a bazális test, melyben a „motor” található; ezt az átáramló protonok tartják mozgásban. A húgyúti fertőzéseket okozó E. coli és Proteus törzsek csillói szerepelnek a patogenezisben. A csillófehérjék jó antigének (H-antigén), ez alapján történik a szerológia besorolásuk.

A  pilusok (fimbriák) Gram(-) baktériumok csillóknál rövidebb, merev képletei. A szex-pilusok szerepe a donor és az akceptor közötti kapcsolatteremtés és a genetikai információ átvitele. Az adhéziós fimbriák szerepe a kolonizációban van. Pilin polimerekből épül fel; mannóz tartalmú receptorokhoz kötődnek. Ezt a kötődést kompetitíve gátolni lehet. A mannózzal nem gátolható többi fimbria patogenitási faktor (E. coli).

A tok hidrofil poliszacharidokból felépülő extracelluláris polimer. Kivétel a Bacillus anthracis, melyet fehérjeburok vesz körül. Tokról akkor beszélünk, ha tok- vagy negatív festést követően mikroszkóppal látható. Ha biológiai módszerekkel nem mutatható ki, akkor mikrokapszuláról vagy felszíni antigénről beszélünk. Az extracelluláris polimer amorf anyagként (extracelluláris nyák) vagy laza hálóként (glikokalix) veheti körül a sejtet. Védelmet nyújt, fagocitózist gátló faktor; és szerepe van az addhéziós folyamatokban is. 

I. 3.

A BAKTÉRIUMOK ANYAGCSERÉJE, TÁPIGÉNYE, ENERGIANYERÉSE.

A baktériumok tápigénye és energianyerése elsősorban a felhasználható szénforrás alapján különböző táplálkozási típusokba sorolható. 

Az autotróf baktériumok a CO2-ot is fel tudják használni. A fotoszintetizáló autotrófok energiaforrásként a napfényt hasznosítják, a kemoszintetizálók egyszerű vegyületek oxidálásából nyernek energiát. A kórokozó mikrobák heterotrófok, az energiát szerves molekulák (laktóz, citrát) lebontásából nyerik. A paratrof mikroorganizmusok (Rickettsiák) obligát intracelluláris paraziták. Nem képesek oxidatív foszforilációra, gazdasejtre vannak utalva. 

A tápigény másodsorban az energiatermelésük és az oxigén kapcsolatától függ. Szubsztráttól függetlenül az elektron végső akceptora vagy a légköri O2 vagy szerves molekula. Az energia ATP formájában tárolódik, termelése az előbbiek alapján respiráció vagy fermentáció útján történik. Az aerob mikroorganizmusok képesek aerob respirációra az oxidatív foszforiláció folyamán. A fakultatív aerobok respiráció és fermentáció útján is képeselk energianyerésre. A fermentáció a szubsztrátszintű foszforilációval valósul meg, kevésbé hatásos, mint a respiráció. Az anaerob mikroorganizmusok csak fermentációval nyerhetnek energiát. Az aerotoleránsok a képződő H2O2–t és a szuperoxid aniont (O2-) enzimekkel közömbösítik. Az obligát anaerobok érzékenyek az O2-re. A mikroaerofilek számára a csökkent O2-tenzió ideális. 

A heterotrof baktériumok szénhidrát-anyagcseréje a katabolizmus folyamata. A baktérium a szénhidrátokat először depolimerizálja, és a monomereket aktív transzporttal a citoplazmába szállítja. Egyéb monoszacharidok felvétele gátolt glükóz jelenlétében. A glükolízis (Embden-Meyerhof reakció: glükóz + 2Pi + 2ADP + 2NAD → 2piroszőlősav + 2ATP + 2NADH) aerob, anaerob, mikroaerofil fajokra egyaránt jellemző. A képződött NADH az aeroboknál az elektrontranszport folyamatban, anaeroboknál fermentáció során oxidálódik NAD-dá. 

Anaerob körülmények között a piruvát metabolizmusa fermentációval történik acetáttá, etanollá (gombák), laktáttá (lactobacillusok), formiát, H és CO2, miközben NAD regenerálódik. ATP a kísérő szubsztrátszintű foszforilációban képződik. A fermentációs folyamat diagnosztikai jelentőségű. 

Az aerob mikroorganizmusok piruvát metabolizmusa: 
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A FADH és a NADH ezután a légzési láncra vezetődnek. Itt a redukált koenzimek oxidálódnak  

I. 4.

A BAKTÉRIUMOK GENETIKÁJA: A GENOM JELLEMZÉSE ÉS A GÉNÁTVITELI MÓDSZEREK.

A baktériumok haploid genommal, egyetlen génkészlettel rendelkeznek, generációs idejük igen rövid.

A bakteriális kromoszóma egy kovalensen zárt, cirkuláris, kettősszálú molekula, átlagosan 2000 fehérjét kódol. A strukturális gének folytonosak, nem tartalmaznak intronokat. A DNS feltekeredett szuperhélix, melyeket hisztonszerű fehérjék stabilizálnak. A kromoszómát nem veszi körül maghártya, nincs sejtmag, csak maganyag. Így a transzkripció és a fehérjeszintézis helye nincs elválasztva.

A DNS-replikáció az ori lokusznál kezdődik, és egyszerre két irányban halad. Szabályozása transzkripciós szintű.

Az operon elmélet alapján az operon felépítése: operátor régió – represszor fehérjét kódoló regulátor cisztron – enzimkódot tartalmazó strukturális cisztron. A represszor fehérje specifikus kötőhelye az operátor régió, csakúgy, mint az RNS-polimerázé. 

A folyamat negatív szabályozás alatt áll: az RNS-polimerázt gátolja a represszor fehérje bekötődése.

A folyamat indukciós szabályozása: a sejtben képződő szubsztrát a represszor fehérjéhez kötődik és a komplex leválik a szekvenciáról, az RNS-polimeráz aktiválódik.

A baktériumok mutációval (genotípus megváltozása) és modifikációval (fenotípus megváltozása) képesek alkalmazkodni a környezethez.

Transzdukciónak a bakteriofágok által közvetített génátvitelt nevezzük. A temperált fágok képesek bizonyos gazdasejtek kromoszómájába integrálódni és azzal együtt replikálódni. Ezeket a profágokat hordozó baktériumokat lizogén baktériumoknak nevezzük. Az állapot átmeneti, a fágok aktiválódásuk során gazdasejt eredetű nukleinsavat ragadnak magukkal és új gazdasejtbe viszik át (lizogén konverzió). Ilyen lizogén konverzó eredménye a diftéria-toxin, vagy a skarlát tüneteiért felelős erythrogén toxin termelés.

Specifikus tarnszdukció során a fág a gazdasejt kromoszómájának meghatározott részén integrálódik. A fággenom kihasadásakor magával ragad egy részt az új gazdasejtbe

Generalizált transzdukció során a fággenom tetszőleges helyre épül be.

Konjugáció a genetikai anyag átvitele másik baktériumsejtbe plazmidok közvetítésével. Ez a génátadás mindig egyirányú (donor – recipiens). A konjugáció konzervatív folyamat: az átadott genetikai anyag egyik kópiáját megőrzi a donor sejt.

Fizikai behatással (rázás) a folyamat tetszőleges időben megszakítható, segít a kromoszóma feltérképezésében.

Tarnszformáció során a sejt közvetlenül DNS-t vesz fel a környezetből.

Nukleinsavat baktériumok csak speciális körülmények között (kompetens állapotban) tudnak felvenni. 

Intracelluláris DNS-transzfer során a sejt új DNS-e rekombinálódik a gazdakromoszómával és hibrid molekula jön létre. 

Homológ rekombináció esetén a donor és a recipiens eredetű DNS-szakaszok párt képeznek. A két szakasz kicserélődése után lezajlik az integrálódás.

A helyspecifikus rekombináció folyamatában ugráló gének és transzpozonok (mobilis genetikai elemek) szerepelnek.

I. 5.

A BAKTÉRIUMOK SZAPORODÁSA, A TENYÉSZTÉS FELTÉTELEI, TÁPTALAJOK.

Egyetlen baktériumsejt esetén növekedésről és osztódásról, az egész populációra vonatkozóan szaporodásról beszélünk.

A sejtnövekedés után a baktériumsejt osztódása haránthasadással (binary fission) történik. A sejt összes alkotóeleme kialakul, a sejtburok ekvatoriálisan befűződik, és két, funkcionálisan egyenértékű, azonos nagyságú leánysejt képződik. Ha az osztódást gátoljuk, hosszú, fonalas involuciós formák alakulnak ki.

A baktériumok tenyészetében az össz-sejtszám az élő és a már elpusztult sejtek számának összegét jelenti. Ennek meghatározása történhet elektromos részecskeszámlálóval, spektrofotometriásan, száraz-súly méréssel (B: biomassza tömege). Az élő csíraszámot a telepképző egységek meghatározásával kapjuk meg. 

Optimális esetben a baktériumok szaporodása kinetikailag elsőrendű folyamat (dB / dt = kB). Számszerűen az 1 g-nyi sejtkultúra által óránként létrehozott sejtek mennyisége g-ban. A sejttömeg exponenciálisa nő: 
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. Ebből levezethető az egyes baktériumfajokra jellemző generációs idő (tD): az az idő, amely alatt a biomassza tömege a kétszeresére nő: 
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. A tD egyúttal a két osztódás között eltelt átlagos időt is jelenti. Ez az orvosi szempontból fontos baktériumoknál 20-40 perc, a Mycobacterium tuberculosisnál 20 óra is lehet. 

A valóságban a szaporodási görbe ennél összetettebb. A lag vagy adaptációs fázisban még nincs sejtosztódás, de intenzív szintetikus folyamatok zajlanak. Az osztódás megindításához és fenntartásához szükségesek: enzimek és intermedierek képződnek. Az exponenciális vagy log fázisban valósul meg az ideális szaporodás, melynek mértékét a k állandó határozza meg. A szaporodásnak határt szab a táptalaj kimerülése és a növekedést gátló anyagcseretermékek felszaporodása. A stacioner fázisban lassul az osztódás, és a sejtek pusztulása is bekövetkezik; ugyanannyi utódsejt keletkezik, mint amennyi elpusztul. Alkalmas fajokban bekövetkezik a spóraképzés. Ebben a fázisban másodlagos metabolitok (toxinok, AB-ok) termelődhetnek. A hanyatló vagy deklinációs fázisban csökken az élőcsíraszám, a sejtpusztulás mértéke meghaladja az osztódást. 

A gyakorlatban a sejtek a log fázisban tarthatók megfelelő eljárással, ezt a fermentációs ipar használja ki (fermentorokban, kemosztátokban).   

A táptalaj a laboratóriumi körülmények között a szaporodás feltételeit biztosító anyagok vizes oldata. Ide tartozhat C-, N-, foszfát-, szulfát, nátrium-, kálium, magnézium- és kalcium-forrás, valamint oldott sók. Az ozmotikus egyensúlyt NaCl-dal tartják fenn, puffer-rendszerekkel biztosítják a pH-t. A natív fehérjetartalom a kóros metabolitokat detoxikálja. Egyes fajok növekedési faktorok vagy asszecorikus anyagok segítségével képesek metabolitok szintézisére. 

Szilárd táptalajok gélképző (agar-agar) hozzáadásával nyerhetők. Használatuk előnyös, ezen a baktériumok telep formában fejlődnek; a forma diagnosztikai jelentőséggel bír. Szelektív táptalajon csak bizonyos baktériumok fejlődnek. A differenciáló táptalajokban indikátor jelzi a biokémiai reakciók lezajlását. A legtöbb táptalaj pH 7,2 – 7,6-os; az acidofil baktériumok pH=5 körül, a Vibrio cholerae pH = 8 – 9 között mutat optimális szaporodást. A humán patogén mikrobák optimális szaporodási hőmérséklete 37ºC. magasabb hőmérséklet iránt kisebb a tolerancia, ezért 35ºC körüli hőmérsékletet állítanak be. A pszichrofilek 20ºC-on szaporodnak optimálisan; ezek hidegen tárolt élelmiszerek, gyógyszerkészítmények romlását idézhetik elő. A Listeria monocytogenes 4ºC feldúsul. A szabályozott termosztátokban 70-80% relatív páratartalmat biztosítanak. Az O2 és a CO2 arányát fajtól függően kell beállítani. Anaerob létfeltételeknél a táptalajhoz redukálószereket is adagolnak.

Egyszerű vagy alaptáptalajok. Húsleves (NaCl, hús- vagy élesztőkivonat, fehérje hidrolizátum)

Dúsított táptalajok. Az alaptáptalaj állati eredetű szövetek főzetét is tartalmazza. Ez lehet agy-szív főzet, kazein, szójaliszt. A véresagar 5% defibrinált marha- vagy bikavért tartalmaz. A csokoládé agar véresagar kíméletes hőkezelésével készül, és haemophylusok tenyésztésére szolgál. 

Szelektív táptalaj a brillantzöld, ezen Salmonellák, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae trenyészthető. 

Szelektív-differenciáló táptalaj az eozin-metilénkék, mely a Gram(+)-ok növekedését gátolja. A bizmut-szulfit tartalmú agar-talajok Salmonellák tenyészthetők.

Speciális táptalaj a Clauberg-agar (glicerinnel hemolizált vér, cisztin és tellurit a speciális komponens), és a Löffler táptalaj (állati szövetek főzete szérummal és tojással) a Corynebacterium diphtheriae kitenyésztésére szolgálnak. A Bordet-Gengou-agar (burgonyakivonat, glicerin, pepton, 20% vér) a Bordetella pertussis táptalaja. A Korthof-táptalaj (10% nyúlsavó) a leptospirák tenyésztésére alkalmas. A Löwenstein-Jensen talajon (malachit zöld, zsírsavak, fehérjék, tojás, glicerin, aszparagin) mycobacteriumok tenyészthetők. 

A haemokultúra táptalajok (levestáptalajok heminnek, NAD-dal, ciszteinnel kiegészítve) a betegektől levett vér vizsgálatára szolgálnak.  

I. 6.

A BAKTÉRIUMOK BIOKÉMIAI TEVÉKENYSÉGE.

A baktériumok tápigénye és energianyerése elsősorban a felhasználható szénforrás alapján különböző táplálkozási típusokba sorolható. 

Az autotróf baktériumok a CO2-ot is fel tudják használni. A fotoszintetizáló autotrófok energiaforrásként a napfényt hasznosítják, a kemoszintetizálók egyszerű vegyületek oxidálásából nyernek energiát. A kórokozó mikrobák heterotrófok, az energiát szerves molekulák (laktóz, citrát) lebontásából nyerik. A paratrof mikroorganizmusok (Rickettsiák) obligát intracelluláris paraziták. Nem képesek oxidatív foszforilációra, gazdasejtre vannak utalva. 

A tápigény másodsorban az energiatermelésük és az oxigén kapcsolatától függ. Szubsztráttól függetlenül az elektron végső akceptora vagy a légköri O2 vagy szerves molekula. Az energia ATP formájában tárolódik, termelése az előbbiek alapján respiráció vagy fermentáció útján történik. Az aerob mikroorganizmusok képesek aerob respirációra az oxidatív foszforiláció folyamán. A fakultatív aerobok respiráció és fermentáció útján is képesek energianyerésre. A fermentáció a szubsztrátszintű foszforilációval valósul meg, kevésbé hatásos, mint a respiráció. Az anaerob mikroorganizmusok csak fermentációval nyerhetnek energiát. Az aerotoleránsok a képződő H2O2–t és a szuperoxid aniont (O2-) enzimekkel közömbösítik. Az obligát anaerobok érzékenyek az O2-re. A mikroaerofilek számára a csökkent O2-tenzió ideális. 

A heterotrof baktériumok szénhidrát-anyagcseréje a katabolizmus folyamata. A baktérium a szénhidrátokat először depolimerizálja, és a monomereket aktív transzporttal a citoplazmába szállítja. Egyéb monoszacharidok felvétele gátolt glükóz jelenlétében. A glükolízis (Embden-Meyerhof reakció: glükóz + 2Pi + 2ADP + 2NAD → 2piroszőlősav + 2ATP + 2NADH) aerob, anaerob, mikroaerofil fajokra egyaránt jellemző. A képződött NADH az aeroboknál az elektrontranszport folyamatban, anaeroboknál fermentáció során oxidálódik NAD-dá. 

Anaerob körülmények között a piruvát metabolizmusa fermentációval történik acetáttá, etanollá (gombák), laktáttá (lactobacillusok), formiát, H és CO2, miközben NAD regenerálódik. ATP a kísérő szubsztrátszintű foszforilációban képződik. A fermentációs folyamat diagnosztikai jelentőségű. 

Az aerob mikroorganizmusok piruvát metabolizmusa: 
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A FADH és a NADH ezután a légzési láncra vezetődnek. Itt a redukált koenzimek oxidálódnak, H2O képződik, az oxidatív foszforiláció a fő ATP-forrás.

I. 7.

A BAKTÉRIUMOK MIKROSZKÓPOS VIZSGÁLATA, FESTÉSI ELJÁRÁSOK.

A fénymikroszkóp natív készítményekben alkalmas baktériumok jelentétének kimutatására vizeletben, liquorban,… A baktériumok kis mérete és nagy víztartalma miatt inkább csak ezek esetleges mozgása figyelhető meg. 

Festett készítményekben a mikrobák valamilyen jellemző tulajdonsága mutatható ki. 

A Gram-festés a sejtfallal rendelkező baktériumokat Gram(+, sötétlila) és (-, piros) csoportra osztja. 

A mycobacteriumok lipidtartalmú sejtfal saválló volta miatt Ziehl-Neelsen festéssel tehetők vizsgálhatóvá. A mycobacterium és spórája pirosra, minden egyéb kékre festődik. 

A corynebaktériumok volutin-szemcséit Neisser-festéssel lehet vizsgálhatóvá tenni. A szemcsék sötétlilára, a baktériumtest sárgára festődik. 

A fluoreszcens mikroszkópban a fluoreszkáló festékkel konjugált ellenanyag segítségével detektálhatók a különböző mikrobiális antigének.

Az elektornmikroszkóp ultravékoyn metszetes vizsgálatára alkalmasak, melyeket elektrondenz anyagokkal festenek.

A konfokális lézer (scanning) mikroszkóp a celluláris ultrastruktúrák vizsgálatát teszik lehetővé, ezekről 3D-s képet készítenek.

I. 8.

A STERILEZÉS ELVE ÉS GYAKORLATA.

Baktériumokat károsító módszerek

· Bakteriosztatikus: baktériumok szaporodását gátolja

· Baktericid: mikroba elpusztítása (steril anyag: élő mikroorganizmus nem mutatható ki)

Sterilizáló fizikai módszerek

Mechanikus hatások

· nyomás 10 atm felett: baktériumsejtfal felreped → baktérium elpusztul

· fagyasztás és olvasztás

· UH

· Roncsolás

Hőhatás
· hideghatás: mikrobák jól tűrik

meleghatás: mikrobák vegetatív alakjai érzékenyek rá (nukleinsav károsodik) → elpusztulnak (apoptózis indukció)

· nyílt láng

· „száraz” hő

· Hőlég-sterilizátorok (160°C – 2 óra; 140°C – 3 óra)

· „nedves” hő (60°C – 30 perc; 80°C – 5-10 perc)

· Autokláv: túlnyomás, telített vízgőz (1 atm - 121°C – 10 perc; textíliák: 2 atm - 134°C – 20-30 perc)

Szűrés
· korábban: Seitz-féle azbeszt- és üvegszűrők

· ma: nitrocellulóz-, műanyagszűrők (adszorpció, szitahatás, vákuum, túlnyomás)

· Laminar flow (steril fülke): a beáramló és a távozó levegőt is szűri

Sugárzások
ionizáló sugárzások → molekuáris átrendeződés

· Gamma-sugárzás

UV-sugárzás → fotohidratáció, fotodimerizáció → mutáció → elpusztulás

· germicid cső: 1 m – 1 perc)

Sterilizáló kémiai módszerek
Gázsterilezés 
· béta-propiolakton → alkilál → mikrobák elpusztulnak

I. 9.

A DEZINFICIÁLÁS ELVE ÉS GYAKORLATA.

Dezinficiálás (fertőtlenítés): mikoorganizmusok (patogén ágensek) számának csökkentése.

Dezinficiáló fizikai módszerek

· lassú pasztőrőzés: 65°C – 30 perc

· gyors módszer: 85°C – 5 perc

Frakcionált hőkezelés (tyndallozás): csíraszám csökkentése

· 85°C – 30 perc: vegetatív alakok elpusztulnak

· 37°C – 1 éjszaka: spórákból vegetatív alakok lesznek

· 2-szeres kifőzés: patogén mikrobák elpusztulnak

Dezinficiáló kémiai módszerek: fertőtlenítőszerek

Hatás lehet: bakteriosztatikus, baktericid, virucid, fungicid, paraziticid, sporocid (spóraölő). A fenol hatásához viszonyítják. Fenol-koefficiens megmutatja, hogy egy adott fertőtlenítőszer hatása egy adott mikroorganizmusra hányszor erősebb vagy gyengébb a fenolénál.

Hatás erőssége függ: behatási időtől, koncentrációtól, vegyhatástól, baktérium species rezisztenciájától, alkalmazás körülményeitől (hőmérséklet). 

Hatást inaktiválják: szerves anyagok (genny, vér, köpet, széklet, egyéb testfolyadékok), parafa, műanyagok, kemény víz, anionaktív – kationaktív kölcsönhatás.

Cél: fertőzéstől való védelem. 

Alkalmazás kritériumai (kiválasztás): lehető legkisebb koncentrációban károsítsa a mikroorganizmust, ne legyen toxikus a magasabb rendű szervezetre, ne lépjen káros reakcióba a fertőtlenítendő anyaggal, ne legyen bomlékony, hatása hosszabb idő után se csökkenjen, színtelen, szagtalan és olcsó legyen.

Antiszeptikumok: bőr élő mikrobáinak számát csökkentik.

Dezinficiensek: élettelen felszíneken alkalmazzák.

Csoportosítás a lehetséges támadáspontok alapján

A sejtmembránt károsító anyagok

Felületaktív anyagok (detergensek). Támadáspont: baktériumok lipid tartalmú membránja és az azt körülvevő vizes közeg. Anionaktív detergensek (szappanok, alacsony pH-n mutatnak antimikrobás hatást), kationaktív detergensek (invert szappanok, kvaterner ammónium-vegyületek, lúgos közegben hatékonyak), fenol (baktericid), krezol (fenol tartalmú tisztítószer, baktericid, fungicid, paraziticid, sporocid, virucid), hexaklorofén, klórhexidin (baktericid), alkoholok (vízelvonó hatás, etilalkohol: 70%, izopropil-alkohol: steril eszközök eltartása).
Fehérjekicsapó szerek: Savak és lúgok. A mikroorganizmus környezetének pH-ját változtatják meg. Krómkénsav (üvegáruk sterilezése), tejsav, citromsav, ecetsav, propionsav (élelmiszeripar).
Fehérjék és nukleinsavak funkciós csoportjaira ható szerek: 

Higany-, arzén-, ezüst és más nehézfémsók. Enzimmérgek, Hg- és Ag-vegyületek (antiszeptikumok), szervetlen Ag-sók (antibakteriális szerek), 1%-os ezüst-acetát szemcsepp (N. gonorrhoeae).
Oxidálószerek: alkoholos jódoldat (5%), jodofórok, klórtartalmú fertőtlenítőszerek (baktericid, sporoid, virucid (Neomagnol: klóramin), hidrogén-peroxid 3%. 

Anilinfestékek: akridin-festékek (baktericid, bakteriosztatikus).
Aldehidtartalmú fertőtlenítőszerek: formaldehid (34-38%: formalin), glutáraldehid (baktericid, sporocid, virucid, fungicid).
I. 10. 

IPARI ÉS GYÓGYSZERTÁRI ASZEPTIKUS GYÓGYSZERKÉSZÍTÉS, GYÓGYSZERKÉSZÍTMÉNYEKKEL SZEMBENI MIKROBIOLÓGIAI KÖVETELMÉNYEK.

Infúziós oldatok, szemkenőcsök, szemcseppek készítéséhez olyan körülményeket kell biztosítani, ahol a helyiség, a dolgozók és az eszközök sem szennyezhetik mikróbákkal a gyógyszert.

Steril és aszeptikus gyógyszert aszeptikus munkahelyen (csíramentes légtér), dezinficienssel mosott vagy autoklávozott öltözetben, bemosakodás után olyan személy készíthet, aki fertőzésben nem szenved és nem látens kórokozó ürítő.

A gyógyszerkészítéshez csak megfelelő mikrobiológiai tisztaságú ható- és segédanyag használható. Ezek kategóriái: I. mikroorganizmusmentes (steril), II. konstans alacsony mikroorganizmus-számú (100 csíra/g vagy ml), III. ingadozó mikroorganizmus-számú (100-1000 csíra), IV. erősen szennyezett (1000 csíra).

Parenterális, szemészeti és nyílt sebfelületre kerülő készítményeknek az I. csoportba tartoznak. A nyálkahártyákon, testüregekben (fül, orr, hüvely) és bőrfelületen alkalmazott gyógyszerkészítmények a II. csoportba tartoznak, de nem lehet jelen Enterobacteriaceae (Salmonella), Pseudomonas aeruginosa és Staphylococcus aureus sem. Egyéb gyógyszerkészítmények a III. és IV. csoportba tartoznak, de az előbbi mikroorganizmusok itt sem fordulhatnak elő.

A sterilitási vizsgálattal a gyógyszerkészítményben levő élő mikroorganizmusokat, vagy azok szaporodóképes spóráit mutatjuk ki. Vírusok kimutatására nem alkalmas.

A sterilitási vizsgálathoz minden gyártási tételből mintát kell venni, és tulajdonságaiknak megfelelően elő kell készíteni.

Közvetlen beoltással vizsgálatható a hővel sterilezett vagy aszeptikusan elkészített injekció, infúzió, oldat, kenőcs, olajos készítmény, porampulla, oltóanyag, sebészi kötöző- és varróanyag, vérterápiás készítmény.

A táptalajokban baktériumok, gombák (glükóz és kazein tartalmú táptalajok) kimutathatók. A táptalaj sterilitását és érzékenységét is ellenőrizni kell (S. aureus).

A készítmény megfelelő, ha az előírt inkubálási idő letelte után a beoltott táptalajok egyikében sem látható mikroorganizmus szaporodás. Nem megfelelő, ha kettő vagy több mintában mikroorganizmus tenyészett ki.

Pirogén szennyezettséget abban az esetben kell vizsgálni, ha a sterilezés hővel történt. Ekkor ugyanis a Gram(-) baktériumok széteshettek, és ez parenterális alkalmazás során hőemelkedést okozhat.

A megengedett csíraszámon belül is csak olyan aerob, szaprofita baktériumokat és mikroszkópos gombákat tartalmazhat, amely az egészséget semmilyen körülmények között nem veszélyezteti, és nem tartalmaz sem az egészséget veszélyeztető kórokozót, sem indikátor baktériumot (ezek a tárolási hibákra utalnak).

Jelen levő mikroorganizmusok meghatároza: csíraszám-vizsgálat. Az összmikroorganizmus-szám meghatározása lemezöntéssel, vagy mebránszűréssel lehetséges. A kapott eredmények 1,00 g/ml anyagra vonatkoznak.

A teljes emberi vérből készülő vérkészítmények olyan véradók véréből készülnek, akik korábban nem szenvedtek maláriában, szifiliszben és nem hepatitis- és HIV hordozók.

I. 11.

KONZERVÁLÁS. GYÓGYSZERKÉSZÍTMÉNYEK MIKROBIOLÓGIAI TARTÓSÍTÁSA.

Cél: szerves anyagokban a bomlást okozó csírák elpusztítása, tevékenységük gátlása

Kémiai konzerváló szerek 

· bakteriosztatikusak

· aromás savak: benzoesav, szalicilsav

· 1-3% NaCl

· 40%-nál nagyobb cukortartalom

· benzalkónium-klorid

· fenomerbor

· tiomerzál

· fenol

Kritériumok:

· nem befolyásolhatják a gyógyszerek hatásosságát

· nem lehetnek toxikusak a magasabb rendű szervezetekre

· meg kell óvniuk a gyógyszerkészítményt az esetleges bekerült mikroorganizmusok szaporodásától

· teljes szaporodásgátló hatásssal kell rendelkezniük Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans és Aspergillus niger mikrobákkal szemben

I. 12.

A KEMOTERÁPIÁS SZEREK HATÁSMECHANIZMUSA, FONTOSABB VEGYÜLETEK.

A nukleinsav-szintézis inhibitorai
A szulfonamidok kompetitív módon gátolják a baktériumok folsav-szintézisét (folsavantagonisták). Hatásuk baktriosztatikus. Korábban szélesebb spektrumúak voltak.

A trimethoprim kompetitív módon gátolja a baktérium dihidrofolát reduktáz enzim aktivitását, ami csökkenti a folát aktív koenzim formába való átalakulását. Bakteriosztatikus hatású, de szulfonamiddal kombinálva baktericid hatású.

A kinolonok közé tartoznak az első generációs szintetikus vegyületek és a nalidixsav, melynek hatásspektruma szűk, hatása baktericid. A kinolonok támadáspontja a baktériumok giráz enzime, ami a DNS-molekula kialakításáért felelős.

A fluorokinolonok széles spektrumú és baktericid hatású vegyületek. Ide tartoznak: norfloxacin, pefloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin. 

I. 13.

AZ ANTIBIOTIKUMOK HATÁSMECHANIZMUSA, FONTOSABB ANTIBIOTIKUMOK.

A sejtfalszintézist gátló antimikróbás szerek. 

A β-laktám antibiotikumok a baktérium sejtfal peptidoglikán rétegének kialakulását gátolják. 

A penicillin-származékok a gátlást a peptidázok (összekapcsoló enzimek) inaktiválásával fejtik ki, azokra affinis szubsztrátkötő helyekhez kapcsolódnak. A penicillin-érzékenységet meghatározza, hogy a penicillinkötő proteinek mennyire hozzáférhetőek. (A Gram(-)-baktériumok peptidoglikán rétege a külső membrán miatt kevésbé hozzáférhető.)

A β-laktám gyűrű savak, lúgok, hő hatására vagy  mikroorganizmusokáltal termelt penicillináz (β-laktamáz) hatására felhasad. Az eredeti penicillin (benzilpenicillin) savérzékeny, enzimérzékeny és szűk spektrumú. A módosított phenoxymethyl-penicillin, penamecillin, aminopenicillinek nem savérzékenyek, a carbenicillin, mezlocillin, piperacillin enzimrezisztens és széles spektrumú.

A 7-aminocefalosporánsav alapvázú cefalosporinok Gram(-) és Gram(+) kórokozókra is hatnak. Az I. generációs cefalosporinok (cefalexin) spektruma szűk, aerob Gram(+) baktériumokra hat, β-laktamáz-érzékeny. A II. generációs gyógyszerek (cefaclor, cefamandol, cefuroxim, cefoxitin) spektruma szélesebb, egy Gram(-) baktériumok ellen is hatékony, laktamázoknak ellenáll. Szövetekben jól penetrál. A III. generáció készítményei (cefoxatim, cefoperazon, ceftriaxon, ceftazidim, ceftiburen) β-laktamáz-rezisztensek, jól penetrálnak a szövetekben. A IV. generációs készítmények (cefepim, cefpirom) még stabilabbak laktamáz ellen, még gyorsabban penetrálnak, Staphylococcusokkal szemben is hatékonyak.

A monobactam antibiotikumok (aztreonam) is a Gram(-) baktériumok PBP-receptorához kötődnek.

A carbapenem antibiotikumok (imipenem, meropenem) is PBP-hez kapcsolódik. Széles spektrumúak, laktamázokkal szemben ellenállóak.

A β-laktám-inhibitorok (clavulánsav, sulbactam) nem rendelkeznek antimikrobás aktivitásasl, viszont irreverzibilisen kötődnek a laktamázok aktív centrumához, és így inaktiválják azokat. 

A glikopeptid-antibiotikumok (vancomycin, teicoplanin) a sejtfalszintézis korábbi stádiumában akadályozzák a lipidhez kötött sejtfal-intermedierek beépülését a lineáris peptidoglikán molekulába. Szűk spektrumúak, Gram(+)-baktériumok esetén baktericid hatásúak.

A polipeptid-antibiotikumok (acitracin) az elsődleges peptidlánc kialakulását akadályozzák. Spektrumuk szűk, baktericid hatásúak, elsősorban lokális fertőzésekben alkalmazhatók.

A fehérjeszintézist gátló antibiotikumoka baktériumok 30S, vagy 50S riboszómáihoz kötődve gátolják a baktérium fehérjeszintézisét. A gátlás reverzibilis (bakteriosztatikus) és irreverzibilis (baktericid) is lehet. 

Az aminoglikozidok (streptomycin) a 30S riboszómához kapcsolódva gátolják a fehérjeszintézist. Nagy koncentrációban irreverzibilisen kötődnek és gátolják a fehérjeszintézist, gyors baktériumpusztulást okoznak. Kis koncentrációban az mRNS-hez kötődve torzulást okoznak.

Aktív transzport útján jutnak be a baktériumsejtbe. Baktericid hatásuk gyors, spektrumuk széles, rezisztencia lassan fejlődik ki, viszont mellékhatásaik toxikusak.

A tetraciklinek (doxycyclin) a baktériumok sejtfalán aktív és passzív transzporttal is képesek átjutni, a 30S riboszómához kötődnek, a proteinszintézist reverzibilisen gátolják. Spektrumuk széles.

A chloramphenicol a baktériumok 50S riboszómáján keresztül reverzibilisen gátolja a fehérjeszintézist. Spektruma széles, viszont mellékhatásaik súlyosak.

A makrolid antibiotikumok (erythromycin, oleandomycin, spiramycin, josamycin, midecamycin) a baktérium RNS-dependens fehérjeszintézisét gátolják, az 50S riboszómához kapcsolódva. Bakteriosztatikus hatásúak. 

A lincosamid antibiotikumok (lincomycin, clindamycin) hatásmechanizmusuk, spektrumuk hasonló a makrolid AB-okéhoz.  

A sejtmebránra ható szerek

A polipeptid antibiotikumok toxikusak, szűk spektrumúak, baktericid hatásúak.

A polymyxin B a baktérium sejtmembránjának foszfolipidjéhez kapcsolódik. Megváltozik a membrán permeabilitása, a baktérium elpusztul.

I. 14.

BAKTÉRIUMOK ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIÁJA, A KIALAKULÁS FONTOSABB MECHANIZMUSAI.

Rezisztens az a mikroorganizmus, amelynek szaporodása nem gátolható vagy nem pusztítható el az emberi szervezetben a normális adagolása mellett elérhető antimikrobás szer koncentrációval. A mikrobák lehetnek polirezisztensek, és léteznek keresztrezisztenciák is.

Egyes kórokozók veleszületett, természetes rezisztenciával (célsejt cagy permeabilitás hiánya), mások szerzett rezisztenciával rendelkeznek

A rezisztencia eredete lehet kromoszómamutáció, ami megváltozott fehérjeszintézist eredményez

A baktériumok képesek az átvihető plazmidokon levő rezisztencia gének megszerzésére is („fertőző rezisztencia”). A rezisztenciagének gyakran transzpozonokon találhatók. Ezek a kromoszómába integrálódva olyan gyorsan terjednek, ahogy a baktérium osztódik. A transzpozonok képesek a kromoszómából a plazmidba is átugorni, ami a kromoszómagének szétterjedését eredményezi.

A rezisztenciamechanizmusok többfélék lehetnek. A megváltozott támadási hely (giráz enzim vagy PBP megváltozása) csökkent affinitást eredményez. A megváltozott drogfelvétel (permeabilitás megváltozása, drog kiürítése) csökkenti a támadási ponthoz eljutó gyógyszer mennyiségét. Számos baktérium esetében az új genetikai információ (rezisztenciagének) különböző enzimek termeléséhez (laktamázok, drogra kevésbé érzékeny enzimek termelése) vezet, melyek inaktiválják az antimikrobás szert.

I. 15.

AZ ANTIBIOTIKUMOK KÖLCSÖNHATÁS, MELLÉKHATÁSAIK.

Az antibiotikumok és kemoterápiás szerek kombinációjának oka, hogy a fertőző betegséget sok esetben több mikroorganizmus okozza.

A kombináció lehet indifferens hatású, a szerek célzottan egy-egy kórokozó ellen hatnak. Additív hatás esetén jobb hatást érhetünk el, mint egy-egy szer alkalmazásával. 

Szinergizmus esetén a hatás jobb, mintha a szerek hatásai összeadódnának. A kombinációban alkalmazott drogok a metabolizmus különböző útjain gátolhatnak, vagy az egyik szer segítheti a másik szer bejutását a sejtbe. 

Antagonizmus esetén az egyik drog aktivitása csökken a másik jelenlétében.

Az antimikrobás szerek kölcsönhatásba léphetnek más gyógyszerekkel is (interakció), a beteg állapotát tovább súlyosbíthatják. 

A penicillinek és a cefalosporinok nem adhatók együtt antikoagulánsokkal, a barbiturátok a májban történő metabolizmus fokozása révén csökkentik a doxycyclin felezési idejét és túladagolást idéznek elő. A kinolonok és a doxycyclin felszívódását csökkentik savcsökkentő gyógyszerek és vaskészítmények.

Az antimikrobás szerek mellékhatása gyakran allergia. Ez lehet súlyos korai anafilaxiás reakció, de jelentkezhet késői túlérzékenységi reakció is (bőrkiütések). 

A penicillin-allergiások sok esetben cefalosporinokra is túlérzékenységgel reagálnak.

Számos AB szervi károsodást okoz. Vesekárosodás (vancomycin aminoglikozidokkal együtt adva), vérképzőrendszer (chloramphenicol). 

A csontok és a fogak növekedését gátolja a tetraciklin. 

Idegrendszeri károsodást okoznak a fluorokinolonok és a polymyxinek.  

I. 16.

AZ ANTIBIOTIKUMOK MIKROBIOLÓGIAI ÉRTÉKMÉRÉSE, AZ ANTIBIOTIKUM ÉRZÉKENYSÉG MEGHATÁROZÁS. A CÉLZOTT ANTIMIKROBÁS TERÁPIA.

A mikrobiológiai értékmérés során az AB-ot mikroorganizmusokra kifejtett hatásával minősítjük. A kvantitatív mérés alapja az ismert aktivitású standarddal való összehasonlítás. 

A módszer kétszintes; a mintát legalább két koncentrációban kell készíteni. Minél több koncentrációban készül, annál megbízhatóbb.

Az értékméréshez használt AB mennyiségeinek logaritmusa és a kapott gátlási zónák átmérői között lineáris összefüggésnek kell lennie 
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Értékmérésre lyukasztásos és diffúziós (korongos) módszer használható.

Agarlemezek készítése: az agar vagy egyenletes eloszlásban tartalmazza a tesztbaktériumot (egyrétegű) vagy csak az agar felső rétegében vannak a mikroorganizmusok (kétrétegű). 

Megfelelő  a gátlási zóna nagysága, ha annak átmérője legalább kétszerese a lemezbe fúrt lyuk átmérőjének. 

Értékmérésre hígításos csősorozat módszer is alkalmazható. A mikroba növekedéséhez optimális folyékony táptalaj egyforma mennyiségéhez csöppentik az AB csökkenő koncentrációját. Ezután bouillon-tenyészettel beoltják és 24 óra múlva leolvassák a teszt eredményét.

Ezzel a MIC (minimális bakteriosztatikus koncentráció) meghatározott. Az MBC (minimális baktericid koncentráció) meghatározásához az oltványokat steril táptalajra kell oltani.

Adott kórképben kórokozóként jelen levő mikroorganiznus különböző antimikrobás szerekkel szemben eltérő érzékenységet mutat. Adott mikrobapopuláció érzékenységének / rezisztenciájának meghatározásához a kitenyésztett mikroba 6-8 órás bouillon-tenyészet szélesztik, majd a lemezre különböző AB-korongokat helyeznek (Reziszteszt korong-módszer). 37ºC-on, egy éjszakán át inkubálva az AB-ok az érzékenységnek megfelelő gátlási zónákat eredményeznek. 18 mm feletti gátlási zóna: érzékeny; 10 – 18 mm-es gátlási zóna: mérsékelten érzékeny; 10 mm alatti gátlási zóna: rezisztens; nincs gátlási zóna: természetes rezisztencia. 

Ez a módszer csak a bakteriosztatikus hatásra ad felvilágosítást, a baktericidre nem.

Az E-teszt folyamatos koncentrációgradiense pontosabb felvilágosítást ad.  A tesztcsík körül gátlási zóna látható, a csíkon lévő beosztásról pontosan leolvasható a MIC-érték (μg/ml-ben). 

I. 17. 

A FERTŐZŐ ÁGENS ÉS A SZERVEZET KÖLCSÖNHATÁSAI. A PATOGENITÁS ÉS A VIRULENCIA FOGALMA, A VIRULENCIA MÉRÉSE.

Egyes mikroorganizmusok csak élő szervezetben fordulnak elő (paraziták). Az obligát szaprofiták nem képesek betegség előidézésére (levegő coccusok), az obligát paraziták kizárólag élő szervezetben képesek életben maradni.

Szimbiózisról beszélünk akkor, ha az egyik (commensalismus) vagy mindkét fél számára (mutualismus) előnyös az együttélés (normál flóra).

Parazitizmus az együttélés azon formája, amikor a mikroorganizmus károsítja a gazdaszervezetet.

A mikrobák a felszínekhez kötődve biofilmeket képeznek. 

A normál flóra biofilmje védelmet nyújt a patogén mikrobákkal szemben. 

Kóros folyamatban kialakult biofilm ellen sem az immunrendszer, sem az antimikrobás szerek nem hatékonyak. A szervezetbe beültetett eszközök táptalajt jelentenek a fertőző biofilmek kialakulásának.

Betegség előidézésére patogén mikroorganizmusok képesek. A betegségokozó képesség (patogenitás) a mikrobafaj genotípusa által meghatározott, és azt fejezi ki, hogy az adott fertőző ágens képes-e betegséget okozni adott gazdafajban.

Léteznek szűk spektrumú mikrobák (emberpatogének), és léteznek olyanok is, amelyek egészséges immunrendszer mellett nem képesek betegséget előidézni, de az immunszupresszáltakban igen (opportunista patogének).

A virulencia egy adott mikroba populációra jellemző, számszerűen kifejezhető megbetegítőképessége. Az infektív dózis (ID50) kifejezi, hogy hány fertőző dózisra van szükség ahhoz, hogy az érzékeny gazdafaj egyedeinek 50%-át megfertőzze. A letális dózis (LD50) kifejezi, hogy hány fertőző dózisra van szükség ahhoz, hogy az érzékeny gazdafaj egyedeinek 50%-át elpusztítsa. Minél virulensebb a kórokozó és minél érzékenyebb a gazdaszervezet, annál kisebb dózisra van szükség. 

A virulencia vizsgálata alkalmas arra is, hogy az alacsony virulenciával rendelkező vagy avirulens klónokat passzálással kiszelektálják és azokból attenuált vakcinákat készítsenek. 

I. 18.

A PATOGENITÁST MEGHATÁROZÓ TÉNYEZŐK. VIRULENCIA FAKTOROK.

A baktériumok patogenitását meghatározó tényezők.
A fertőzés terjedhet légutakon, gyomor-bél rendszeren, húgyutakon, genitális traktuson keresztül. Sérülést vagy orvosi beavatkozást követően (iatrogén fertőzés), immunszupresszió alkalmával juthat a szevezetbe.

Terjedhet horizontálisan (egy szervezeten belül) vagy vertikálisan (anyáról gyermekre).

A fertőzés forrása lehet ember (tünetmentes), állat (zoonózis), ízeltlábú (vektor).

Az adhézió szükséges a kolonizációhoz és a nyálkahártyán való megtelepedéshez.

A kórokozók inváziója során az addig lokális fertőzés átterjedhet más szövetekre, ahol gyulladást okozhat. Ebben szerepük van a sejtreceptoroknak és egyes enzimeknek.

A baktériumtok és a sejtfalproteinek gátolják az opszonizációt.

A felületi antigének változása hatástalanítja a specifikus immunválaszt.

Az exotoxinokat a baktériumok kiválasztják, igen toxikusak. Károsíthatják a sejtmembránt vagy szuperantigénként szerepelhetnek. (Formaldehid hatására elvesztik toxikus tulajdonságukat és immunogén toxoiddá alakulnak – vakcina.)

Az endotoxinok a baktériumok szétesésekor válnak szabaddá (pl. lázkeltők). Kevésbé toxikusak.

A gazdaszervezet szerepe a patogenitásban (fogékonyság).

A genetikai háttér határozza meg, hogy egy faj érzékeny vagy rezisztens egyes fertőző ágensekkel szemben.

Az életkor is befolyásoló tényező, fiatalok és idősebbek könnyebben betegszenek meg.

A tápláltság nem kielégítő volta vitaminhiánnyal jár.

Immunhiányos állapotok fogékonnyá teszik a szervezetet a fertőzésekre.

Bőr- és nyálkahártya sérülések elősegítik a fertőző ágensek bejutását.

A patogén mikroorganizmusok egy vagy több virulenciafaktorral rendelkeznek, egyetlen faktor ritkán okoz betegséget. 

Egyes genusok specieseinek közös virulenciafaktora túlélési előnyt adhat a mikroorganizmusoknak, ezek az evolúció során kiszelektálódnak. 

A csak bizonyos törzsekre jellemző virulenciafaktorok, génátvitellel szerzett tulajdonságok és nem szükségesek a túléléshez.

Ha egy baktériumnak több virulenciafaktora van, azok általában a betegség különböző szakaszaiban játszanak szerepet. 

A virulenciafaktorok megismerése segít a betegség kezelésében, megelőzésében. Az alacsony virulenciával rendelkező vagy avirulens klónokat passzálással kiszelektálják és azokból attenuált vakcinákat készítsenek. 

I. 19.

A FERTŐZÉS MECHANIZMUSA.

A kórokozó virulenciája és a gazdaszervezet állapota határozza meg a fertőzés lefolyását, kimenetelét.

A fertőzés lehet latens. A fertőzés ekkor a kórokozó kimutatásával vagy szerokonverzióval igazolható.

Ha a fertőzés ambuláns (szubklinikai) fázisban van, akkor a klinikai tünetek enyhék. A manifeszt forma a jellegzetes tünetek megjelenésével jár.

Akut fertőző betegség esetén a tünetek gyorsan jelentkeznek. Szubakut formában a betegség elhúzódó, krónikus formában akár évekig is tarthat.

 A fertőzés lefolyása különböző fázisokra osztható.

Az inkubációs vagy lappangási szakasz a fertőződéstől a tünetek megjelenéséig tart. 

A prodromális szakaszra a még nem specifikus tünetek jellemzők (láz gyengeség,…).

Az akut szakaszban megjelennek a fertőzés jellegzetes tünetei; ennek a szakasznak a csúcspontja a fastigium vagy krízis.

A rekonvaleszcencia vagy lábadozás szakasza a fertőzés utolsó fázisa.

A betegség lezajlása után tünetmentesen tovább hordozható a mikroorganizmus; egyesekben látens fertőzés alakulhat ki, majd később az elsődleges fertőzés tünetei jelentkeznek. Az is előfordulhat hogy a latens fertőzés későbbi tünetei eltérnek az akut szakaszra jellemzőktől.

I. 20.

NOZOKOMIÁLIS INFEKCIÓK ÉS JELENTŐSÉGÜK.

Kórházi fertőzések kórházban, egészségügyi ellátásban részesülő betegeket és az ápolószemélyzetet érinti. A iatrogén fertőzések ezen belül az orvos által, sok esetben a műszeres beavatkozásokkal közvetített fertőzéseket.

A kórházi fertőzés eredete lehet exogén (másik beteg keresztfertőzése, környezet) vagy endogén (beteg saját mikroba flórája - autoinfekció). 

A legtöbb kórházi fertőzés megelőzhető (gyermekágyi láz). 

A kórházi fertőzések nagyrésze sebészi beavatkozás után alakul ki, esetenként húgyúti vagy légúti fertőzések, bacteriaemia.

A bacteriaemiat kiválthatják vérbe került kórokozók (hepatitis-B és –C, HIV), vagy szervezetben jelen lévő kórokozók (másodlagos fertőzés) is.

A gastroenteritisek is fontos kórházi kórképek.

A leggyakrabban előforduló kórképek palettája az AB-oknak köszönhetően átalakult. Korábban a Gram(+) baktériumok okoztak fertőzéseket (S. pyogenes, S. aureus), később a Gram(-)-ok (E. coli, P. aeruginosa) váltak egyre fontosabbá. Mára az AB-rezisztens törzsek fertőznek (S. epidermidis, enterococcusok, Candida albicans) leginkább. 

Ezek közül legtöbben egészséges emberben nem képesek fertőzést okozni, de az immunszupresszált egyéneket megbetegítik. 

Ma az E. coli és a S. aureus baktériumok okozta megbetegedés van első helyen, vírusok közül a légúti patogének, az influenzavírus és az ugyancsak cseppfertőzéssel terjedő kanyaró- rubeola- és herpesz vírus, valamint az enterális rota- és hepatitis vírusok. A vérrel terjedő HIV és hepatitis-B a fejlődő országokra jellemző, ahol még nem ellenőrzik a vérkészítményeket. 

A kórházi fertőzés eredete lehet fertőzött ember vagy a környezet; a fertőzés terjedhet cseppfertőzéssel, direkt módon, és eszközök közvetítésével (adott kórokozó akár több módon is). 

A fertőzés kialakulását több tényező befolyásolja: immunrendszer állapota, citotoxikus gyógyszerek, szteroidok, invazív beavatkozások.
A következmények a betegre nézve:

- súlyos betegség, halál

- kórházi tartózkodás meghosszabbodása

- antimikrobás kemoterápia alkalmazása.

A következmények a kórházra nézve:

- kórházi fertőzések, járványok

- megelőzés: fertőző források kizárása, fertőzés terjedésének megakadályozása, gazdaszervezetek ellenállásának növelése.

A fertőző ágensek kizárásának több útja van. Steril eszközök, ruházat, gyógyszerkészítmények; kórokozót nem tartalmazó élelmiszerek. A kórházi személyzetnek rendszeres vizsgálaton kell átesniük, elrendelhető kötelező immunizálás. 

A fertőzési lánc megszakítása: HEPA szűrőkkel kiküszöbölhetők a posztoperatív fertőzések; steril szobába helyezés. Antimikróbás szert tartalmazó fertőtlenítős kézmosás.     

I. 21.

SZERVEZET VÉDEKEZÉSE A KÓROKOZÓKKAL SZEMBEN: ASPECIFIKUS VÉDELEM.

Az aspecifikus védelem általában véd a kórokozókkal szemben. Minden mikrobával szemben azonos intenzitású, függetlenül attól, hogy a szervezet hányszor találkozott a fertőző ágenssel.

A folyamatban szerepet játszik az ép bőr és nyálkahártya (fizikai barrierek), fagocitáló sejtek (neutrofil granulociták), makrofágok és NK sejtek, valamint fehérjék (komplement, lizozim, interferon). 

Az ép bőr és nyálkahártya a szervezet első védelmi vonala. A faggyúmirigyek zsírsavai (pH = 3-5) antibakteriális gomba ellenes hatásúak. Segít a kórokozók leküzdésében a nyál mosó hatása, a laktoperoxidáz, a könnyben a lizozim, a légutak csillószőrei. A gyomornedv és a hüvelyváladék alacsony pH-ja meggátolja a patogén baktériumok és gombák megtelepedését, szaporodását. A vastagbél normál flórájának megbomlása során a Clostridium difficile túlszporodása álhártyás gyulladást okoz.

A mikrobákra a szervezetbe gyulladással válaszol, ezzel lokalizálva a fertőzést. A gennykeltő baktériumok által okozott gyulladás ellenanyag és komplement közvetítésével alakul ki. Az M. tuberculosis sejt-közvetített mechanizmussal okoz gyulladást. A gyulladás klinikai tünetei: rubor – tumor – calor – dolor. Az erek megnövekedett permeabilitásáért kémiai mediátorok (hisztamin, prosztaglandinok, leukotriének) felelősek; a fájdalom mediátora a bradikinin. 

Fagocitáló neutrofil granulociták és makrofágok jelennek meg a fertőzés területén; előbbiek a gennykeltő baktériumok fertőzéseiben túlsúlyban vannak.  

Az akut fázis fehérjék közül a C-reaktív protein és a mannózkötő protein a baktérium sejtfalához kötődve komplexet alkotnak és aktiválják a komplementet. A lipopoliszacharid (endotoxin) kötő protein Gram(-) baktériumok fertőzéseiben képződik; a megjelenő kemokinek és komplement komponensek (C3a, C5a) a fagocitáló sejteket vonzzák.

A neutrofil granulociták a hajszálereken átvándorolnak és a mikroorganizmusokhoz kapcsolódnak. Kötődésüket opszoninok segítik. Ezután bekebelezik a mikroorganizmusokat (fagoszóma), ez alatt mikrobicid anyagok képződnek. A fagoszóma lizoszómával fúzionál, és oxigén-függő vagy oxigén-független mechanizmussal elpusztítják a mikrobákat.

Az oxigén-függő folyamatban a baktériumok elpusztítása reaktív oxigén intermedierek vagy reaktív nitrogén intermedierek segítségével történik. Az oxidáz-enzim aktivitást receptor-ligand kölcsönhatás váltja ki, ami szuperoxid (baktericid) képződését serkenti: 
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. Ez utóbbira a kataláz(+) staphylococcusok nem reagálnak. Egyéb mikrobicid anyagok is képződnek: OCl-, aktivált O2 (mieloperoxidáz hatására), NO-.

Az oxigén-független folyamat laktoferrin (vaskötő fehérje), vasat kötő reaktív N-intermedierek, lizozim (sejtfalat hasítja), defenzin (membránkárosító), alacsony pH-érték és más enzimek keletkeznek, amelyek az elpusztult baktérium lebontják.

A makrofágok szintén bekebelezik és előlik a baktériumokat. A neutrofil granulocitáktól abban különböznek, hogy nem rendelkeznek mieloperoxidázzal, de H2O2-ot és O2--t ők is termelnek. Elsősorban makrofágok veszik körül a mycobacteriumokat, brucellákat, toxoplasmakat; ezek a mikrobák a makrofágokban életben maradnak és szaporodnak. 

Fertőző ágensek hatására a makrofágok endogén pirogént termelnek, amely lázat indukál; a magas hőmérséklet gátolja a kórokozók szaporodását. 

Riasztó citokinek (TNF) is felszabadulnak a makrofágokból.

I. 22.

A SZERVEZET VÉDEKEZÉSE A KÓROKOZÓKKAL SZEMBEN: SPECIFIKUS VÉDELEM. MIKROBIÁLIS ANTIGÉNEK.

A specifikus védelem az immunrendszer stimulációja által jön létre, meghatározott mikroorganizmussal szemben véd. Memóriával rendelkezik: amikor a szervezet először találkozik a mikroorganizmussal, a primer immunválasz során memóriasejtek is képződnek. Ezek a későbbi találkozáskor felismerik a mikroorganizmust és gyors ellenanyag és/vagy citotoxikus T-sejt válasszal reagálnak.

A szervezet második védelmi vonala az adaptív immunitás. Ennek kiváltásához szükséges, hogy a mikroba antigénjei kapcsolatba kerüljenek az immunrendszer sejtjeivel. 

Mind a celluláris, mind a humorális immunitásnak szerepe van a fertőzés leküzdésében.

Mikrobiális antigének a fertőző ágensek fehérjéi, poliszacharidjai, lipidjei, nukleinsavai és komplexei; hatásukra a szervezet ellenanyagot és/vagy citotoxikus T-limfocitákat termel.

Az antigének általában makromolekulák, számos epitópot tartalmaznak, melyekhez az ellenanyag kötődik. 

A baktériumok tok- és sejtfal antigénjei nagy jelentőségűek (patogének). A felületi (K, kapszel) és a szomatikus (O, Ohne Hauch) antigének összetettek. Tisztán fehérje természetűek a streptococcusok M- és T-antigénje, a Yersinia pestis V-antigénje, a csillóantigének (H, hauch), a fimbriák. Általában szénhidrátból épül fel a tok-antigén, az exotoxinok, enzimek.

A vírusantigének a kapszid alkotói, melyek elsősorban fehérjék. 

A protektív antigének azok, amely hatására a szervezetben ellenanyagtermelődés indul meg; ezeket használják fel az oltóanyagok készítésénél.

I. 23.

A HUMORÁLIS ÉS A CELLULÁRIS IMMUNVÁLASZ SZEREPE A VÉDELEMBEN.

A specifikus ellenanyagok (humorális immunitás) elsődleges szerepe a baktériumokkal szembeni specifikus védelem. 

Az opszonizáló ellenanyagok a baktériumok fagocitózisát segítik elő. A baktérium és az ellenanyag komplexéhez kötődő komplement aktiválódik. A komplement közvetített ellenanyag-függő baktericid hatás csak Gram(-) baktériumoknál jöhet létre. Egyes specieseknél (Leptospirák) ezután  bekövetkezik a bakteriolízis. 

Adhéziós gátlással specifikus ellenanyagok meggátolják a baktériumok kötődését a célsejthez. Gram(+) baktériumoknál a lipoteikolsavhoz kapcsolódó ellenanyag, Gram(-) baktériumoknál a pilushoz kötődő ellenanyag gátolja az addhéziót.

A szekretoros IgA antitestek megakadályozzák a légúti vagy enterális fertőzést okozó baktériumok kötödését a nyálkahártyák felszínéhez.

A neutralizáló ellenanyagok közömbösítik az exotoxinok és a baktériumok szöveti terjedését elősegítő faktorok hatását.

A sejtközvetített (celluláris) immunválasznak a fakultatív intracelluláris baktériumok eliminálásában van szerepük. Ezek a baktériumok makrofágokban szaporodnak, így el vannak zárva a specifikus ellenanyagoktól.

A baktériumokat az aktivált makrofágok pusztítják el. Az aktiválásért az érzékennyé tett T-limfociták (CD8+) által termelt limfokinek (γ-interferon) felelősek. A limfociták az antigénnel történő újabb találkozáskor felszaporodnak. 

Esetenként a mikrobák ellen termelődött ellenanyagok a fertőzött sejtek felszínén megkötődnek és a sejt antitst dependens celluláris citotoxicitás (ADCC) miatt pusztul el. Ez a reakció már kevés ellenanyag megjelenésekor lejátszódik.

I. 24. 

MIKROORGANIZMUSOK IMMUNMODULÁNS HATÁSAI ÉS AZ ÁLTALUK OKOZOTT IMMUNKÁROSODÁSOK.

A mikrobák immunmoduláns hatásai a heterológ antigénnel szemben lehet stimuláció és szupresszió.

Immunstimuláló hatású mikroorganizmusokat (propionilbacterium acnes: BCG, Gram(-) endotoxinok, LPS) az immunizálásra használt antigénnel együtt adva, fokozható a védőoltások hatása. A vírusok és protozoonok fokozzák a B-sejtek funkcióját, hatásukra citokinek termelődnek.

Az immunszupresszáló hatás érintheti mind a celluláris, mind a humorális immunválaszt. Baktériumok közül immunszupressziv a Str. pyogenes, a Treponema pallidum, a Mycobacterium leprae. A vírusok csaknem mindegyike képes rövidebb-hosszabb ideig tartó immunszupresszióra (HIV).

Az I. típusú (korai vagy anafilaxiás) reakció során az antigénekkel szemben termelődött IgE ellenanyagok Fc részükkel a masztociták és a bazofil granulicát felszínéhez kötődnek, hatásukra sejtmembránkárosodás jön létre, különböző mediátorok szabadulnak fel.

A II. típusú (citotoxikus) rekació folyamán keletkező IgG és IgM komplementet kötnek és a komplement citotoxikus hatása miatt károsodnak a sejtek.

A III. típusú (immunkomplex) reakció: antigénfelesleg esetén a kórokozók antigénje és az ellene termelődött ellenanyag immunkomplexet képez. Ezek leválva a setjfelszínről bekerülnek a testfolyadékba és lerakódnak a glomerulusokban és az artériákban.

A IV. típusú (késői vagy celluláris) reakció: túlérzékenység során képződött T-sejtek az antigénnel reagálva citokineket bocsátanak ki, elősegítve a makrofágok odaáramlását; granulomaképződéshez vezet.

A baktérium antigének I. és III. típusú allergiás reakciót okoznak

A vírusok a poliklonális B-sejt-aktiváció következtében elsősorban autoimmun reakciót váltanak ki, hatásukra a társfertőzések súlyosabb formában zajlanak. Az onkovírusok elősegítik a daganatképződést. 

A gombák I., III. és IV. típusú reakciót váltanak ki. 

A paraziták mind a négy reakciót kiválthatják. 

I. 25.

AKTÍV IMMUNIZÁLÁS. VÉDŐOLTÁSOK.

Aktív immunitás a szervezet specifikus rezisztenciája, amely a mikroorganizmusokkal vagy termékeikkel történt találkozás hatására alakul ki.

Természetes aktív immunitás jön létre a fertőző betegség kiállása után vagy a latensen lezajló fertőzéseket követően. A szervezet ellenanyagot termel és/vagy immunocitákat képez, amelyek megfelelő körülmények között szerológiai vagy sejtes reakcióba lépnek a mikrobiális antigénekkel és közömbösítik azok kórokozó képességét. 

Az így kialakult immunitás változó ideig tarthat. Életre szóló védettséget képez a sárgaláz, a kiütéses typhus. Rövid ideig tartó a nátha, pneumonia, influenza átvészelését követő immunitás. 

Mesterséges aktív immunitás érhető el vakcinák alkalmazásával. Ezeknek hatékonynak és ártalmatlannak kell lenniük. 

Az aktív immunizálásra alkalmazott oltóanyagok antigénjeik alapján sorolhatók csoportokba.

A toxidot tartalmazó oltóanyagokban az exotoxinok toxikus hatása formaldehides kezelésre megszűnik, de antigenitását megtartja. Hatására specifikus antitoxikus immunitás jön létre. Ilyen oltóanyag a DPT (diftéria) és a tetanusz (DT) toxoidot tartalmazó vakcina.

Az elölt kórokozót tartalmazó oltóanyagok mono- (IPV, veszettség ellen) vagy polivalensek. (SALK, gyermekbénulás). Az influenzavírus- és a szamárköhögés (DPT) ellen is ilyen védőoltásokat alkalmaznak.

Az élő, attenuált kórokozót tartalmazó oltóanyagok csökkent virulenciájú vagy avirulens törzsekből készülnek; ezek a természetes fertőzési folyamatot utánozzák. Ilyen a BCG (M. bovis) és az MMR (morbilli, mumpsz, rubeola) vakcina. 

Az alegység vakcinák a mikroorganizmusok védettséget indukálni képes protektív antigénjeit tartalmazzák. Hatásuk általában csak adjuvánssal együtt adva alakul ki. Alkalmazzák Influenza-A és Hepatitis-B ellen.

Életkorhoz kötött kötelező, folyamatos védőoltások: pótolhatók

	oltóanyag
	életkor
	betegség

	BCG-vakcina
	0-6 hét
	tuberculosis

	Hib
	2 hónap
	Haemophilus influenzae b

	DPT I/a + IPV + Hib
	3 hónap
	diftéria-tetanusz-pertussis + gyermekbénulás + H.inf.b

	DPT I/b + OPV
	4 hónap
	diftéria-tetanusz-pertussis + gyermekbénulás

	DPT I/c + OPV + Hib
	5 hónap
	diftéria-tetanusz-pertussis + gyermekbénulás + H.inf.b

	MMR + OPP + Hib
	15 hónap
	kanyaró, mumpsz, rubeola + gyermekbénulás + H.inf.b

	DPT II + OPV
	3év
	diftéria-tetanusz-pertussis + gyermekbénulás


Életkorhoz kötött kötelező, kampányoltások: szűk intervallumhoz kötöttek

	oltóanyag
	életkor
	betegség

	DPT III + OPV
	6 év
	diftéria-tetanusz-pertussis + gyermekbénulás

	dt
	11 év
	diftéria-tetanusz (emlékeztető)

	MMR revakcináció
	11 év
	kanyaró, mumpsz, rubeola


	Hepatitis B
	14 év
	


Megbetegedési veszély esetében kötelező védőoltások
	betegség
	oltóanyag

	hastífusz
	elölt vagy élő S. typhi

	diftéria
	diftéria-tetanusz (toxoid)

	szamárköhögés
	elölt pertussis baktérium

	tetanusz
	tetanusz toxoid

	veszettség
	inaktivált lyssavírus

	rubeola
	élő, attenuált rubeolavírus

	mumpsz
	élő, attenuált mumpszvírus

	kanyaró
	élő, attenuált kanyaró vírus


Veszélyeztetett egyének oltása a következő betegségek esetében célszerű: hastífusz, kullancsencephalitis, Hepatitis-B, Hepatitis-A, veszettség, diftéria, tetanusz.

Külföldi utakkal kapcsolatos védőoltás a következő betegségek esetében célszerű: kolera, sárgaláz, hastífusz, diftéria, gyermekbénulás, japán-B-encephalitis, hepatits-A és –B, meningitis epidemica.

Általános oltási kontraindikációk:
· lázas betegség

· immunológia károsodás esetén élő vírus-vakcina nem adható (kivétel a HV(+) személyek képeznek)

· súlyos oltási szövődmény korábbi előfordulása (anafilaxiás sokk, enkefalitisz)

· oltandó gyermek neurológiai rendellenessége (pertussis-vakcina nem adható)

· terhesség (élő vírust tartalmazó vakcinák nem adhatók, a többi is csak okkal)

· allergia.

I. 26.

ANTIGÉN HATÁSÚ SZEROBAKTERIOLÓGIAI KÉSZÍTMÉNYEK ÉS ELLENŐRZÉSÜK.

Az antigénhatású készítmények megelőzésre, aktív védettség kialakítására szolgálnak, vagy a hosszan tartó betegség gyorsabb gyógyulását segítik. 

Antigéntartalmú készítmények: attenuált mikroorganizmusokat, kivonatokat, anyagcseretermékeket tartalmaznak. Védőhatásukat a recipiens immunrendszerének stimulálásával érik el.

Az antigéntartalmú diagnosztikumok fertőzések kimutatására, megerősítésére szolgálnak.

A széles körben alkalmazott oltóanyagok laboratóriumban mért hatékonyságát nemzetközi egységekben (NE) fejezik ki.

Az elölt baktériumot tartalmazó vakcinák hatóértékét ml-ként csíraszámmal fejezik ki, immunogén képességét (hatékonyságát) állatkísérletekben ellenőrzik. A minőségi vizsgálat ki kell zárja élő kórokozók jelenlétét.

Az elölt vírust tartalmazó vakcinák vizsgálatával ki kell zárni az inkomplett vírus-inaktivációt.

Az attenuált kórokozót tartalmazó vakcinák minőségi vizsgálatában ki kell zárni idegen baktérium vagy vírus jelenlétét. A vizsgálatban ki kell zárni a virulens formába való visszaalakulás lehetőségét.

Az inaktivált vírus tartalmú vakcinák minőségi vizsgálata ki kell zárja élő vírus jelenlétét. A hatékonyságot az élőrészecske-szám meghatározásával vizsgálják.

A toxoid csapadékot tartalmazó vakcinák a toxint termelő baktériumok baktériumsejt-mentes szűrletéből formalinnal és hővel kezelve készülnek. Hatóértéküket az antitoxinnal kapott kötődési reakció alapján flokkulációs vagy kötődési egységekkel fejezik ki. A minőségi vizsgálat: ki kell zárja szabad toxin jelenlétét. 

A baktériumkivonatok gyenge antigének, a szervezet természetes gyógyerejét növelik. 
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PASSZÍV IMMUNIZÁLÁS. KÉSZÍTMÉNYEK ÉS ELLENŐRZÉSÜK. A SZÉRUMBETEGSÉG ÉS MEGELŐZÉSE.

A passzív immunitás átmeneti, rövid ideig tartó rezisztenciát jelent egay adott kórokozóval szemben. Akkor alakul ki, ha a szervezetbe a kórokozóval szemben homológ ellenanyagokat vagy T-limfocitákat, esetleg belőlük készített kivonatot juttatunk. előnyük, hogy védőhatásuk a szervezetbe való bejuttatásuk után azonnal észlelhető.

A természetes passzív immunitás anyai eredetű (maternális). IgG típusú ellenanyagok a placentán keresztül jutnak a magzatba, az újszülött specifikus védelemmel rendelkezik (6 hónapig) azokkal a kórokozókkal szemben, amelyek ellen az anya is védett. Szoptatáskor IgA-molekulák jutnak a csecsemőbe.

A mesterséges passzív immunizálás specifikus antimikrobiális ellenanyagok (humán - homológ - immunglobulinok vagy állati eredetű  - heterológ - immunszérumok) szervezetbe juttatásakor alakul ki. Megelőzésre akkor adják, ha aktív immunizálási módszer nincs kidolgozva. 

Homológ immunglobulin alkalmazásakor túlérzékenység nem alakul ki. Normál immunglobulin nagyszámú véradó kevert plazmájából készül. Specifikus gamma-globulin adott specifitású ellenanyagból jóval többet tartalmaz (TETIG); fertőzésen nem régen átesett egyének véréből nyerik. 

Heterológ immunsavó csak humán készítmény hiányában adható; szenzibilizáló vagy anafilaxiás tüneteket válthatnak ki (szérumbetegség), emellett hatásuk is rövidebb, mint a homológ készítményeké. Alkalmazásuk előtt túlérzékenységi vizsgálatot kell végezni. Ha (+) a reakció, de a beteget mindenképp oltani kell, akkor deszenzibilizálást (bezredkázás) kell előzetesen végezni.

Ellenanyagtartalmú készítmények védőhatása az ellenanyagtitertől függ. Az antitoxikus savók hatóértékét állatkísérletekben határozzák meg és NE-ekben fejezik ki. 2-10ºC között kell tárolni őket.

Emberi fertőző betegségek megelőzésére szolgáló immunszérumok: botulinum antitoxin, diftéria-antitoxin, tetanusz.-antitoxin.

Emberi fertőző megbetegedések megelőzésére és kezelésére szolgáló immunglobulinok: cytomegalovírus, hepatitis-B, kullancsencephalitis, tetanusz, varicella-zoster, humán gamma-globulin.

I. 28.

SZEROLÓGIAI REAKCIÓK JELENTŐSÉGE A MIKROBIOLÓGIAI DIAGNOSZTIKÁBAN.

Térháló kialakulásán alapuló reakciók. Az antigén és az ellenanyag is több kötőhellyel rendelkezik, optimális arányban kötődnek egymáshoz.

Az agglutináció során durva rögképződés figyelhető meg. Ismert antigén esetén a homológ ellenanyag, ismert ellenanyag esetén a kérdéses antigén határozható meg ezzel az eljárással. A tárgylemez-agglutináció baktériumfajok szerológiai azonosítására szolgál, ami az O vagy H antigén meghatározásával történik. A cső- (vagy kavntitatív-) agglutináció (Gruber-Widal) a beteg ellenanyag-titerjének meghatározására szolgál. A beteg savójából hígítási sort készítenek, mindegyikbe előírt mennyiségű diagnosztikumot adunk. Agglutinációs titer a legnagyobb hígításból adódik, ahol még az agglutináció megfigyelhető. A passzív (indirekt) agglutináció során antigéneket vagy antitesteket adszorbeálunk vörösvértestekre vagy latex-szemcsékre.

A precipitáció során szolubilis antigén és a megfelelő specifikus ellenanyag hoz létre térhálós szerkezetet az ekvivalencia zónában. A gyűrűs vagy korong precipitációt kémcsövekben végzik. A gél precipitációs módszerekben az antigén és az ellenanyag agar(óz) gélben diffundál, és a diffúzió során jön létre adott helyen a precipitáció. Ilyen az Elek-teszt is, ami baktériumok exotoxinjának kimutatásárqa szolgál: antotoxinnal átitatott szűrőpapírcsíkot helyeznek a Petri csésze aljára, erre táptalajt rétegeznek és a csíkra merőlegesen szélesztik a baktériumot. Pozitív esetben a baktériumok toxinja a táptalajba diffundál és az antitoxinnal precipitációs csíkot ad.

Szerológiai reakciók, melyekben nem alakul ki térháló. Az egyik eset: az antigénhez vagy az ellenanyaghoz olyan jelző molekulát adnak, ami nem befolyásolja a szerológiai reakció kimenetelét, enzimaktivitása révén színreakciót eredményez. ELISA (enzyme.linked immunsorbent assay): ha a rendszerhez kromogén szubsztrátot adnak, az enzim hatására színes terméket képez. A szín intenzitása arányos a komplexben kötött enzimmel. Másik eset: antigén-ellenanyag reakció biológiai következményeit észlelik. Neutralizáló ellenanyagok felfüggesztik a fertőzőképességet. A hemagglutináció-gátlás során a hemagglutionációt végző antigén hatását az ellenanyag felfüggeszti. A komplementkötési reakció esetén az antigén-antitest kapcsolat létrejötte során a rendszerhez adott komplement lekötődik a komplexhez. Ha ez nem következik be, a rendszerhez adott érzékenyített birkavörösvértestek feloldódnak.

I. 29.

A FERTŐZŐ BETEGSÉGEK DIAGNOSZTIKÁJÁNAK ALAPELVEI.

A fénymikroszkóp natív készítményekben alkalmas baktériumok jelentétének kimutatására vizeletben, liquorban,… A baktériumok kis mérete és nagy víztartalma miatt inkább csak ezek esetleges mozgása figyelhető meg. A vírusdiagnosztikában a vírusok jellegzetes citopátiás hatása vizsgálható

Festett készítményekben a mikrobák valamilyen jellemző tulajdonsága mutatható ki. A Gram-festés a sejtfallal rendelkező baktériumokat Gram(+, sötétlila) és (-, piros) csoportra osztja. A mycobacteriumok lipidtartalmú sejtfal saválló volta miatt Ziehl-Neelsen festéssel tehetők vizsgálhatóvá. A mycobacterium és spórája pirosra, minden egyéb kékre festődik. A corynebaktériumok volutin-szemcséit Neisser-festéssel lehet vizsgálhatóvá tenni. A szemcsék sötétlilára, a baktériumtest sárgára festődik. 

A fluoreszcens mikroszkópban a fluoreszkáló festékkel konjugált ellenanyag segítségével detektálhatók a különböző mikrobiális antigének.

Az elektornmikroszkóp ultravékoyn metszetes vizsgálatára alkalmasak, melyeket elektrondenz anyagokkal festenek. A vírusokpartikulák közvetlenül vizsgálhatók.

A konfokális lézer (scanning) mikroszkóp a celluláris ultrastruktúrák vizsgálatát teszik lehetővé, ezekről 3D-s képet készítenek.

A táptalaj a laboratóriumi körülmények között a szaporodás feltételeit biztosító anyagok vizes oldata. Szelektív táptalajon csak bizonyos baktériumok fejlődnek. A differenciáló táptalajokban indikátor jelzi a biokémiai reakciók lezajlását. Egyszerű vagy alaptáptalajok. Húsleves (NaCl, hús- vagy élesztőkivonat, fehérje hidrolizátum). Dúsított táptalajok. A véresagar 5% defibrinált marha- vagy bikavért tartalmaz. A csokoládé agar véresagar kíméletes hőkezelésével készül, és haemophylusok tenyésztésére szolgál. Szelektív táptalaj a brillantzöld, ezen Salmonellák, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae tenyészthető. Szelektív-differenciáló táptalaj az eozin-metilénkék, mely a Gram(+)-ok növekedését gátolja. A bizmut-szulfit tartalmú agar-talajok Salmonellák tenyészthetők.

Speciális táptalaj a Clauberg-agar (glicerinnel hemolizált vér, cisztin és tellurit a speciális komponens), és a Löffler táptalaj (állati szövetek főzete szérummal és tojással) a Corynebacterium diphtheriae kitenyésztésére szolgálnak. A Bordet-Gengou-agar (burgonyakivonat, glicerin, pepton, 20% vér) a Bordetella pertussis táptalaja. A Korthof-táptalaj (10% nyúlsavó) a leptospirák tenyésztésére alkalmas. A Löwenstein-Jensen talajon (malachit zöld, zsírsavak, fehérjék, tojás, glicerin, aszparagin) mycobacteriumok tenyészthetők. A haemokultúra táptalajok (levestáptalajok heminnek, NAD-dal, ciszteinnel kiegészítve) a betegektől levett vér vizsgálatára szolgálnak.  

Térháló kialakulásán alapuló reakciók. Agglutináció: tárgylemez-agglutináció, cső- (vagy kavntitatív-) agglutináció (Gruber-Widal) a beteg ellenanyag-titerjének meghatározására szolgál,  passzív (indirekt) agglutináció során antigéneket vagy antitesteket adszorbeálunk vörösvértestekre vagy latex-szemcsékre.

A precipitáció: gyűrűs vagy korong precipitációt kémcsövekben végzik, a gél precipitációs módszerekben az antigén és az ellenanyag agar(óz) gélben diffundál (Elek-teszt).

Szerológiai reakciók, melyekben nem alakul ki térháló. ELISA (enzyme.linked immunsorbent assay): ha a rendszerhez kromogén szubsztrátot adnak, az enzim hatására színes terméket képez. A szín intenzitása arányos a komplexben kötött enzimmel. Neutralizáló ellenanyagok felfüggesztik a fertőzőképességet. A hemagglutináció-gátlás során a hemagglutionációt végző antigén hatását az ellenanyag felfüggeszti. A komplementkötési reakció esetén az antigén-antitest kapcsolat létrejötte során a rendszerhez adott komplement lekötődik a komplexhez. Ha ez nem következik be, a rendszerhez adott érzékenyített birkavörösvértestek feloldódnak.

I. 30.

MIKROORGANIZMUSOK ÁLTAL ELŐÁLLÍTOTT GYÓGYSZEREK, GYÓGYSZERALAPANYAGOK.

Antibiotikumok. 

A Penicillium chrysogenium termeli a penicillint. Baktériumenzimek segítségével különböző penicillin-származékok is előállíthatók. 

A Streptomyces félék tetraciklineket (streptomycin, neomycin) termelnek. 

A cefalosporinok egyes tulajdonságait is baktériumok változtatják meg.

Vitaminok, aminosavak, organikus savak. 

Az Ashbya gossypii és egyes Candida fajok riboflavint termelnek (B2-vitamin-pótlás), a Streptomycesek metabolikus melléktermékként cyanocobalamint (B12) állítank elő. 

A Lactobacillus fermentii, Pseudomonas ovalis az L-glutaminsav átalakításában játszanak szerepet. 

Az Aspergillus niger citromsavat (Na-sója véralvadásgátló), a Lactobacillus delbrueckii tejsavat termel. 

Enzimek. 

Nem patogén Streptococcusok sztreptokinázt (mélyvénás trombózis terápiája) és sztreptodornázt (genny elfolyósítása) termelnek. 

Az E. coli L-aszperginázt termel (daganat-kemoterápia). 

A Vibrio cholerae termeli a neuraminidázt (tumorsejtek immunogenitásának növelése). 

A Bacillus cereus β-laktamázt termel (sterilitás-vizsgálat, tenyésztés).

Szteoridok. 

Rhisopus nigrans a progeszteront 11α-hydroxy-progeszteronná alakítja (kortizol, hidrokortizon előállítás). 

A Corynebacterium simplex a kortizont prednizolonná alakítja. 

Az Azotobacter speciesek 7-dehidro-koleszterinből D3-vitamint állítanak elő. 

A Gubberella saubinetti a digitoxigenint digoxigeninné alakítja.

Szénhidrátok. 

A plazmapótszerként alkalmazott dextránt a Leukonostoc mesenteroides termeli. Ebből heparin nyerhető (véralvadásgátló, antikoaguláns). 

Az Aspergillus niger keményítőből glükózt (infúziók, injekciók) állít elő, amiből glukonsav, majd oligoszacharidok állíthatók elő.

I. 31.

A GÉNTECHNOLÓGIA JELENTŐSÉGE A GYÓGYSZERGYÁRTÁSBAN. A GÉNTECHNOLÓGIA ALAPJAI.

A géntechnológia különböző eredetű DNS-szekvenciák egyesítését jelenti. Lényege, hogy bizonyos organizmusokat úgy alakít át, hogy azok idegen géneket fejezzenek ki, nehezen hozzáférhető termékeket (enzimek, biológiailag aktív anyagok) állítsanak elő.

A géntechnológia során speciális DNS-fragmentumokat nyernek és azokat viszik át egy új gazdaszervezetbe, ahol az működőképes formában integráns részévé válik a genetikai állománynak. Ennek eredménye új, rekombináns mikroorganizmus.

A géntechnológiai alkalmazási területei: rekombináns gének felhasználása (rekombináns fehérje) és rekombináns génkonstrukciók in vivo működtetése (vakcina).

A géntechnológia legfontosabb művelete a gén klónozása. Ennek során egy vektor DNS molekulával idegen DNS-t viszünk be élő sejtbe, amely a sejtben fennmarad és a sejttel együtt tovább szaporodik.

A kiválasztott idegen DNS-darabot úgy kell bejuttatni a sejtbe, hogy az alkalmazkodjon a sejt környezetéhez és ott replikálódjon is. Erre klónozó vektorokat használunk. Ha a beépített idegen gén termékét kívánjuk előállítani, akkor expressziós vektorokat kell alkalmaznunk. 

A rekombináns fehérjék orvosi alkalmazása többrétű. Immunbiológiai készítmények: immunválaszt kiváltók, módosítók, elnyomók és rekombináns ellenanyagok. Nem immunrendszerre ható szerek: enzimek, hormonok, növekedési és véralvadási faktorok.

Az interferonok az első terápiás célra használt rekombináns fehérjék. 

Az α-típus fő indikációs területük az AIDS és hepatitis vírusbetegségek, valamint daganatos betegségek. Alkalmazásának határt szab a dózisfüggő toxikus mellékhatás.

A β-típust sclerosis multiplexben alkalmazzák.

Az interleukinek intracelluláris kapcsolatot közvetítenek az immunrendszerben, az információ továbbításában, az immunválasz szabályozásában van nagy szerepük. Sok esetben azonban a terápiás dózis már toxikus mellékhatásokat vált ki.

Növekedési és kolóniastimuláló faktorok közül elsők voltak az erythropoetin, a trombopoetin és a kolóniastimuláló faktorok, melyek a prekurzor sejtek proliferációját indukálják.

Hormonok közül a humán inzulin preparátum felváltotta a sertéseredetű inzulint, vagy a meddőség kezelésében használt hormonok.

Rekombináns ellenanyagok esetén az antigénnel létrehozott kapcsolat igen specifikus és nagy affinitású kötés, így speciális immunbiológiai készítmények állíthatók elő.

A rekombináns vakcinák / antigének használhatók immunizálási célokra. A megfelelő mikrobiális gént expressziós vektorba építik, majd a klónozott gén produktumát nagy mennyiségben termeltetik a megfelelő gazdaszervezetben. Izolálás és tisztítás után használhatók. Hátrányuk, hogy csak humorális immunválaszt képesek kiváltani és hamar kiürülnek a szervezetből.

I. 32. 

GÉNTECHNOLÓGIÁVAL ELŐÁLLÍTOTT TERMÉKEK ÉS FELHASZNÁLÁSUK.

Transzgén állatok létrehozásával nagy mennyiségű hasznos humán fehérje (ellenanyag, hormonok, véralvadási faktorok) állítható elő.

Ezek orvosi alkalmazása esetén mérlegelni kell a rövid és hosszú távú mellékhatásokat. 

A rekombináns fehérjék orvosi alkalmazása többrétű. Immunbiológiai készítmények: immunválaszt kiváltók, módosítók, elnyomók és rekombináns ellenanyagok. Nem immunrendszerre ható szerek: enzimek, hormonok, növekedési és véralvadási faktorok.

Az interferonok az első terápiás célra használt rekombináns fehérjék. 

Az α-típus fő indikációs területük az AIDS és hepatitis vírusbetegségek, valamint daganatos betegségek. Alkalmazásának határt szab a dózisfüggő toxikus mellékhatás.

A β-típust sclerosis multiplexben alkalmazzák.

Az interleukinek intracelluláris kapcsolatot közvetítenek az immunrendszerben, az információ továbbításában, az immunválasz szabályozásában van nagy szerepük. Sok esetben azonban a terápiás dózis már toxikus mellékhatásokat vált ki.

Növekedési és kolóniastimuláló faktorok közül elsők voltak az erythropoetin, a trombopoetin és a kolóniastimuláló faktorok, melyek a prekurzor sejtek proliferációját indukálják.

Hormonok közül a humán inzulin preparátum felváltotta a sertéseredetű inzulint, vagy a meddőség kezelésében használt hormonok.

Rekombináns ellenanyagok esetén az antigénnel létrehozott kapcsolat igen specifikus és nagy affinitású kötés, így speciális immunbiológiai készítmények állíthatók elő.

A rekombináns vakcinák / antigének használhatók immunizálási célokra. A megfelelő mikrobiális gént expressziós vektorba építik, majd a klónozott gén produktumát nagy mennyiségben termeltetik a megfelelő gazdaszervezetben. Izolálás és tisztítás után használhatók. Hátrányuk, hogy csak humorális immunválaszt képesek kiváltani és hamar kiürülnek a szervezetből.

A génterápia DNS vagy RNS bejuttatása a szervezetbe profilaktikus vagy terápiás céllal. A vektorból delécióval defektív vírust állítanak elő, majd a hiányzó régió helyére átvitelre szánt idegen gént inszertálnak. Ezt többször megismételve olyan mértékben csökkenthető a saját fehérjéket kódoló kapacitás, hogy szaporításuk csak helper vírus jelenlétében lehetséges.

Mesterséges vezikulumok is képesek DNS-t magukba foglalni. Ezek virionszerű részecskeként képesek bejutni a különböző szervezetekbe.
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