Baktériumok tenyésztése

Kanizsai Szilvia



Koch posztulatumok

A betegbdl a korokozo
izolalasa

Izolalas, tenyésztés,
tapkozegben fenntartas

Kisérleti allatba oltva

a betegségre
jellemzé tiinetek kialakulasa

Ezen allatokbol a korokozo
ismételt 1zolalasa




4| Symptomatic Patient:
C —— {localized or systemic)
/ \ Specimen collection

Charactenstic signs

and symptoms
l Soputum ﬁ Urnno
Presumptive Swab
clinical diagnosis Blcod /

Feceas
Serum
Anasarobic
Tissue biopsy sample
k I

Test selectlion by clinicians

Microscopic Culture Serologic Tests Genetic

E=——= Seleclive and l l

nonsalactive

media p i .
Agglutination, Hybridization

complament fixation, of DNA, RNA

. » ELISA
Siochamical
Quantitation testis

Detinitive diagnosis

|

Anlimicrobial susceptibility testing
{or known susceptibility)

|

Treatment

Asymplomatic patient
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Mikroszkopos morfologia

Makroszkopos morfologia



Baktériumok makroszkopos jellemzése

m (Telep: genetikailag homogén populacio)
m Méret: kb. hany mm.
m Alak: tlszurasnyi, kerek, szabalytalan

m Kiemelkedés: lapos, kiemelkedik, koldokszerl behuzodas

m Felszin: nyakos, csillogo, matt, durva

m Szag: Pl.: harsfa illat: Pseundomonas aeruginosa

m fokhagyma szag: Corynebacterium diphteriae

m beszaradt takony szag: Haemophilus influenzae
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kerel ovalis szabalytalan gyiokeres
Korvonal w
hullamos  lebenyes erodalt
Keresztmetszet
lapos vagy platészerii enyhén kildokos sancolt felszinii szemdlcsis
szetteriilo domboru
Telepmorfoldgia

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfologia



Baktériumok anyagcseréje

Energia nyerés szempontjabol:

Fototrofok — energia a tény hasznositassal

Kemotrofok — kémiai anyagok kozotti redox reakciokat
hasznaljak ATP termelésre

H™" /e- felvev6k: (régebben H™ felvev6kr6l beszéltek csak, de talaltak vas ion
felvev6ket 1s)

Organotrofok — szerves anyagokat hasznalnak fel
Litotrofok — asvanyi anyagokat hasznalnak e és p™ szerzése
céljabol

C-forras alapjan:

Heterotrofok — szerves Paratrofok (pl.: ic.)

Autotrofok — szervetlen



Baktériumok tenyésztése

Tenyésztést kovetben lehet makroszkoposan

vizsgalni.

Orvos1 mikrobioldgiai szempontbdl:

Heterotréfok: energia nyerése szerves anyagok
lebontasa révén (kemoorganotrdf heterotréfol)

Taptalajon tenyésztyik. (steri)

(VB NC - wviable but not culturable)

(Egér talpaban, vagy armadilloban — Mycobacterium leprae)



Baktériumok tenyésztése

Hémérséklet: mezofil 30-37°C I

termofil > 50 °C
pszikrofil < 20 °C

V4 7”7

L isteria monocytogenes 4 °C — hito

Termus aguaticus baktérium: akar 100 © C =
PCR felhasznalas enzimét, (Taq polymeraz)




Baktériumok tenyésztése

Taptalaj 6sszetétel: H,0, C, N, ionok,
nyomelemek (Se, Cu, Zn, Mn), fehérje, vitaminok
(folsav)

a) pH: optimalis 7,2- 7,4
Kivétel: zbrio cholerae pH: 8-9
Lactobacillus  pH: 5,4 - 6,6
b) ionkoncentracio.: mikrobak toleransak

halotil: Szaphylococcns aureus 7% NaCl
V1brio cholerae




Taptalaj készités

Készitéshez: pepton: aminosav, polipeptid forras

huskivonat: N, novekedési faktor,szénhidrat

agar-agar: tengeri moszat kivonat
szilarditashoz kell 1,5- 2%-ban, 0,7% félfolyékony

nem tapanyagforras

sulyanak 100x-t vizmegkotés
95 °C-on olvad
45°C-on dermed

(szilardité anyag lehet még: zselatin, burgonya, gelrite - nincs benne galaktoz 1ll.

szerves anyag, szilikagél — viziiveg+kénsav elegye)

pH beallitasa,
Steril




Taptalajok

I. Természetes: tej, burgonya stb.

II. Mesterséges: pontos kémiai 6sszetétel meghatarozhato.

Osszetétel alapjan:

1) Egyszeru:

a, Folyékony - hfsleves, bouilon
b, Szilard - magas agar
ferde agar
agar lemez
véres agar : agar lemez + 5% vér

csokoladé agar: véres agar felhevitve

c, Félfolyekony



Taptalajok

2) Osszetett: a) szelektiv
szelekcids elény biztositasa a normal floraval szemben
pl.: Vancomycines csokoladé agar — H. mfluenzae

b) szelektiv — differencialo
Eozin-metilénkék taptala;:
szelektiv — csak a Gram-negativ baktérrumokat enged: kiném
differencialé — 1aktdz bontas alapjan
Laktoz pozitiv: sotét eozmos telepek

Laktdz negativ: vilagos rozsaszin telepek

c) dusité taptalajok — altalaban folyckony taptalajok



Folyékony
taptalaj

(bouillon) Szalas (a) és poritott

(b) agar-agar

Agar-agar taptalajok

a. folyékony (98°C)
b. dermedt (40-42°C)
c. agar lemez

d. ferde agar

€. magas agar

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfologia



Csokoladé agar (hovel kezelt
véres agar) taptalaj

Véres agar (5%
defibrinalt vért tartalmaz)

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfolégia



Mintavétel lépései folyékony taptalajbol 1. A kémcso nyitasa
és leégetése, 2. Mintavétel kaccsal, 3. A kémcso szajanak
leégetése és 4. lezaras

a: lepedék, b: uledék,
c: zavarosodas, d: steril taptalaj

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfolégia



Leoltas

(a) Ferde agar
(b) Magas agar

(b) taptalajba - agarlemezre

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfologia
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A leoltas lépései szilard taptalajra (agarlemez Petri csészében)

a: a leoltas iranyat nyil jelzi. 1. leoltas az eredeti baktériumtenyészetbol.
A tovabbi lépések kozott a kacsot leégetjuk. 2. és 3. a kacs egyre
kevesebb baktériumot vesz fel a szélesztéshaol.

b: a leoltas megfelelden izolalt telepeket eredményez

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfologia



A taptalaj helytelen leoltasakor az

izolalt telepek hianya miatt a A tul sokaig nyitva hagyott taptalajra a
telepmorfologiai jellemzok nem levegohol gomba sporak eshetnek, ami
figyelhetok meg gomba telepek kialakulasahoz vezet

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfolégia



b - c

Zsiroldékony pigmentet
termelo baktériumok
(a telepek szinesek)

a. Staphylococcus epidermidis
b. Staphylococcus epidermidis
c. Staphylococcus aureus

d. Serratia marcescens

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfolégia



& Vizoldékony pigmentet termel6
§ baktérium tenyészete
' (Pseudomonas aeruginosa)

Hemolizis veres agar taptalajon (a: beta-hemolizis, b: alfa-hemolizis, c: gamma-hemolizis)

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfolégia



Baktériumok makroszkopos

jellemzése: véres agaron

Beta-hemolizis

-Teljes hemolizis
-Baktérium hemolizinje a
hgb teljesen elbontja. Agar
szine tnik elé

Alfa-hemolizis

-inkomplett hemolizis
-Baktérium hemolizinje

nem bont teljesen.
(verdoglobin: z6ldnek latjuk )



a. tokos baktérium tenyészete
(Klebsiella pneumoniae)

b: csillés baktérium tenyészete
(Proteus vulgaris)

c: “meduzafé” alaku telepek
(Bacillus cereus)

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfologia



Haemophilus influenzae
csokoladé agaron (a), irizalo telepek (b)

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfologia



Differencialo taptalaj (EMB taptalaj: eozint, metilénkéket és laktozt
tartalmaz. A laktozbonté baktériumok telepei kékeslilak, a laktozt nem
bonté baktériumok telepei szintelenek)

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfolégia



Baktériumok makroszkopos jellemzése:
eozin-metilin kék taptalajon

Laktoz pozitiv: lila, sotet

Laktoz negativ: attetszo,
vilagos




Baktériumok tenyésztése

O, jelenléte vagy hianya:

1) :)bligét aerob: Pseudomonas aernginosa (respiracio)
2) obligat anaerob: Clostrndiumok (fermentacio)

3) fakultativ anaerob: E. Co/ (mindkét lehet8ség,
human pathogének) Il

4) microaerophil: Campylobacter (alacsonyabb oxigén
tenzio)

5) capnophil: Haemaphilus influenzae (COMAN)



A: aerob
B: mikroaerophil
C: anaerob

1. Clostridium perfringens
2. Streptococcus pyogenes
3. Escherichia coli

4. Micrococcus luteus

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfologia



Légzési enzimek
Csoport Szuperoxid-dizmutaz Katalaz Peroxidaz

Obligat aerob

és a legtébb fakultativ + + _
anaerob

Legtobb aerotolerans + . +
anaerob

Obligat anaerob - - -



Tenyésztési feltételek

I. Aerob baktériumok: O, jelenléte (respiracio)

37 °C termosztatban
70-80% -os paratartalom
1 atmosztéra nyomason

24 oran at



Tenyésztési feltételek

I1. Anaerob baktériumok: O, hiany — fermentacié

Kemialr modszer

Holman — husdarabka

redox potencial csdkkentése,
Légmentesen zarni parafinnal

Tioglikolat tart. bouillon
redox potencidl csdkkentése
(Brewer taptalaj masnéven)



Tenyésztési feltételek

II. Anaerob baktériumok: O, hiany — fermentacio

Kémiai modszer
GasPack
CO,, H, tejlesztése, O, elnyelése

Fizikai modszer
Anaerosztat

Biologiai mddszer

Fortner technika: aerob és anaerob baktérimokat egyszerre
tenyésztenek: elhasznalja az O, -t



elnyelt
oxigén

anaerob i ~ Fott hust tartalmazé (Holmann)
réteg ~ taptalaj

Anaerob tenyésztésre szolgalo
Rezazurint és taptalajok

dextroz tartalmazo
taptalaj

Anaerob tenyésztés taptalajai és
modszere

a. rezazurint és dextrézt tartalmazoé taptalaj
b: foétt huast tartalmazé (Holmann) taptalaj
c: anaerosztat

Az anaerosztathol a levegot
eltavolitjuk (kiszivjuk), sziikség
esetén inert gazzal (nitrogén)
feltdlthetjiik. A vizsgalandé anaerob
bakteriumokat taptalajra oltva a
késziilekbe helyezziik és
inkubaljuk.

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfolégia



Palladium katalizator

Fedél leszorito

Fedél tomitéssel

Natrium-bikarbonatot és
natrium borohidratot
tartalmazo tasak

Anaerob indikator
(metilénkék)

s
\

Petri csésze

Anaerob tenyésztés (GasPack)

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfologia



Hemokultara palackok

Baktériumok tenyésztése,
telepmorfolégia



Tenyésztési feltételek

I11. Microaerophil baktériumok:

tenyésztés csokkentett O,, emelt CO, tartalmu
atmoszféraba

pl.: Campylobacter jejuni, Helicobacter pylor:

IV. Capnophil baktériumok: tenyésztés novelt CO,
tartalmu atmosztéraba

pl.: Nezsseria, Haemophilus



~
Transzport taptalaj ™"

Akkor hasznaljuk amikor a betegh8l vett mintat
nem tudjak azonnal diagnosztikus laborba

szallitani. Ebben a kézegben a kérokozdok
tilélnek.

Pl. Uricult-Plus (CLED — minden kin6)
(MacConkey — G

(Na-azidos — Enterococcus)



Tanszport kozeg

NEM taptalaj

A vizsgalati anyagban a baktériumok
- eredeti allapotaban

- eredeti csiraszambeli aranyokkal

Pl.: Stuart, Amies transzport kozeg



A vizsgalati anyag leoltasa szilard
taptalajra

Szélesztés

Vegyes tenyészet: ha kett§ vagy annal tobb
kilonbo6z6 killemd telepet latunk

Szintenyeszet: csak egy téle bakténnumot

tenyésztink
[zolalt telep: szélesztés utan kapjuk

Fov telep: azonos genetikar tartalommal
rendelkez6 baktériumok
Baktérium pazsit: baktérrum minél vastagabb

egyenletes rétegben novekedjék a taptalajon



Baktériumok novekedési gorbéje
Lag fazis: (adaptacios fazis): baktérium sejt novekszik,
kornyezetében 1évé szubsztratokat felhasznalja, felkészul
osztddasra, enzimeket termel
Log fazis: (exponencialis fazis) 1d6 — sejtszam logaritmusa kozott
linearis Osszefliggés, sejt szam névekedés, = hasadas
(primer metabolitok) — (kemosztat: limitalo tapanyagkomponens)
generacios id&: két osztodas kozott eltelt id6
E. coli 20 perc, Mycobacterinm tuberculosts: 20 6ra

Stacioner fazis: tapanyag felhasznalasaval toxikus anyagok
halmozddnak fel: baktérium sejtszam novekedés- elhalalozas
egyensulyban van, spora képzés itt indul be

Sejtek tobbsége: endogén metabolizmust folytat. Nem osztodik, de

enzimeket / toxinokat termel (szekunder metabolitok: vitaminok,
alkaloidok, antibiotikumok)

Deklinacios fazis: elhalnak sejtek, osztodas minimalis, elhalalozas
jellemz6, autolizis (baktériumok 6nbontasa)



Baktériumok novekedési gorbéje

Stationary phase

Death phase

Log
(exponential)

phase

Number of cells (log)

Lag phase

Time



