EOTVOS LORAND TUDOMANYEGYETEM

Természettudomanyi Kar

Szakdolgozat

A homoldg rekombinacio hatékonysaganak szerepe a
mikobakteridlis antibiotikum rezisztencia

kialakuldsaban
Témavezetok: Készitette:
Dr. Toth Judit Félegyhazi Cintia
tudomanyos fomunkatars angol nyelv és kultara tanara —
Molnar Daniel bioldgiatanar
PhD hallgat6 osztatlan tanari mesterszak

2021



Eredetiségi nyilatkozat

Alulirott ...........ccooeeuvinnn.. FELEGIRAZL. ... CUITIEL v vimmamanssmsmoemsmonss s (név)
........ WLED L. .. .(Neptun-kéd) ezennel kijelentem és alairisommal meger8sitem, hogy az
ELTE.. ARDGOL. DURLY. ED, KUETURA - BIOLOGIA osztatlan tandri mesterszakjan

irt jelen diplomamunkdm sajat szellemi termékem, melyet korabban maés szakon még nem
nytjtottam be szakdolgozatként és amelybe méasok munkajat (kényv, tanulmany, kézirat, internetes

forrds, személyes kozlés stb.) idézgjel és pontos hivatkozasok nélkiil nem épitettem be.

Budapest, .. 2221 CH. AR

NERSLE NNV I OS2 08
i §

a hallgat6 aléirdsa



TARTALOMJEGYZEK

Tartalomjegyzék 3
Kdszonetnyilvanitas 6
Roviditések jegyzéke 7
1. Bevezetés 9
2. Irodalmi attekintés 11
2.1.  Antibiotikumok 11
2.1.1.  Altalanos jellemz6k 11
2.1.2. Az antibiotikumok hatasmechanizmusa 11

2.2.  Antibiotikum rezisztencia 17
2.2.1. Az antibiotikum rezisztencia csoportositasa annak eredete szerint 19
2.2.2. Az antibiotikum rezisztencia f6 mechanizmusai 19
2.2.3. Az antibiotikum rezisztencia kivédése 24

2.3. A mikobakteridlis antibiotikum rezisztencia jellegzetességei 25
2.3.1. A mikobaktérium és a tuberkulézis 25
2.3.2. A mikobakteridlis antibiotikum rezisztencia mechanizmusai 26
2.3.3.  Aciprofloxacin rezisztencia 29
2.3.4. A mikobakteridlis dUTP4azok és a genomi integritas 29

3. Célkitlizések 31
4. Anyagok és modszerek 32
4.1. A kisérlet soran hasznalt baktérium torzsek és tapoldatok 32
4.2. A kisérlet soran hasznalt antibiotikum 33
4.3. A Kkisérlet menete 33
4.4. Az eredmények kiértekelésénél hasznalt statisztikai probak 35
5. Eredmények 37
5.1. A vizsgélt tényezdk 37
5.1.1.  Generacids id6 37
5.1.2.  Tolerancia rata 38




6.

5.2. Az eredmények bemutatasa 39

5.2.1. A vad tipusu Mycobacterium smegmatis generacios ideje €s tolerancia rataja
39
5.2.2. A A-loop mutans Mycobacterium smegmatis generaciés ideje és tolerancia
rataja 41
5.2.3. A dut(-) mutans Mycobacterium smegmatis generacios ideje és tolerancia
rataja 44
5.3.  Azeredmények Osszegzése 47
Biologia szakmodszertani feldolgozas 50
6.1. Bevezetés 50
6.1.1. A bioldgia oktatashoz kapcsolddo célkitlizések, fejlesztendd teriiletek 50
6.1.2. A témakorok megjelenése a gimndziumi bioldgia oktatasban 51
6.2. A09.¢és 10. évfolyamos didkok ismerete a témaban 52
6.2.1. A kitolto didkok altalanos jellemzése 52
6.2.2. A didkok tudasa a baktériumok témakdrében 54
6.2.3. A didkok tudasa az antibiotikumok témakorében 57
6.2.4. A didkok tudasa az antibiotikum rezisztencia témakorében 59
6.2.5. A didkok tudasa a tuberkuldzis t¢émakdrében 60
6.3. A gimnaziumi biologia szakkor tervezete 61
6.3.1. Az elméleti tudas atismétlése és esetleges kibdvitése 65
6.3.2. A laboratoriumi szabalyok megismerése, a laboratoriumi eszk6zok
hasznalatanak gyakorldsa, higitasi sor készitése 67
6.3.3. A taptalajok készitésének modja, a lemezek Ontésének a technikdja, a
kornyezetiinkben €16  baktériumok demonstrdldsa ¢és a kézmosas
hatékonysaganak megismerése 70
6.3.4. A baktériumok szélesztési technikdjanak a megismerése; az antibiotikumok, a
természetes antimikrobidlis vegyliletek és nehézfémek baktériumokra vald
hatasanak a vizsgélata 72
6.3.5. Telepmorfologiai megfigyelések, elére elkészitett CFU lemezek elemzése, a
sejtszamolasi modszer megismerése 76
6.3.6. A CFU, mint sejtszamolasi modszer készitésének a megtanulasa és gyakorlasa

78




6.3.7. A szakkor soran szerzett tudas 0sszegzése 80

6.4. A szakkor értékelése, kitekintés a jovobe 82
7. Mellékletek 83
7.1. A diakok eldzetes tudasanak a felmérésére készitett kérdsiv % 83
7.2. Az elsd szakkori ora Oraterve 86
7.3. Az elsd gyakorlati 6ra powerpoint bemutatdja 88
7.4. A masodik szakkori ora Oraterve 92
7.5. A masodik szakkori 6rdhoz tartozo gyakorlati munkalap 94
7.6. A harmadik szakkori 6ra oraterve 97
7.7. A harmadik szakkori 6rahoz tartozé gyakorlati munkalap 99
7.8. A negyedik szakkori ora oraterve 103
7.9. A negyedik 6rahoz tartoz6 gyakorlati munkalap 105
7.10. Az 6tddik szakkdri ora oraterve 111
7.11. Az 6todik ordhoz tartozd gyakorlati munkalap 113
7.12. A hatodik szakkdri 6ra Oraterve 116
7.13. A hatodik 6rahoz tartoz6 gyakorlati munkalap 118
7.14. A hetedik szakkori ora oraterve 121
7.15. A hetedik 6ran Kahoot alkalmazas forméjaban jatszott kviz kérdései 123
Irodalomjegyzék 125
Jegyzékek 132
Abrak 132
Tablazatok 134




KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetdimnek, Dr. Toth Juditnak
¢s Molnar Danielnek, akik mérhetetlen mennyiségii szaktudasukkal, hozzaértésiikkel és

folyamatos segitségiikkel nagyban hozzéjarultak szakdolgozatom elkésziiltéhez.

Szeretnék koszonetet mondani a Genom Metabolizmus Kutatocsoport minden
munkatarsanak, akik munkdm soran tadmogattak, és barmilyen felmeriilé kérdés esetén

bizalommal fordulhattam hozzjuk.

Tovéabba szeretném megkdszonni a Budapesti Fazekas Mihaly Gyakorlo Altalanos
Iskola és Gimnéazium igazgatosaganak, Nagy Péter mentor és Laczké Agnes konzulens
tanaraimnak, valamint a 9. és 10. évfolyamos didkoknak és osztalyfonokeiknek, hogy

segitették a szakdolgozatom mddszertani részének megalkotasat.

Végiil szeretnék koOszOnetet mondani a csaladdomnak és a barataimnak, akik
felsGoktatasi tanulmanyaim sordn mindvégig mellettem alltak, szeretetliikkel ¢és

segitségilikkel minden helyzetben tdmogattak.



ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABC ATP-binding casette superfamily (angol szakirodalom alapjan)

AMP ampicillin

ATP adenozin-trifoszfat

CA kloramfenikol

CFU telep képzo egység (az angol szakirodalomban colony-forming
unit)

CIpP ciprofloxacin

DHFR dihidrofolat-reduktaz

DHPS dihidropteorat-szintaz

DNS dezoxiribonukleinsav

dUMP dezoxiuridin-monofoszfat

dUuTP dezoxiuridin-trifoszfat

dUTPaz dezoxiuridin-trifoszfat pirofoszfataz

INH izoniazid

InhA enoyl acyl carrier protein reductase (angol szakirodalom alapjan)

KANA kanamicin

KatG kataldz-peroxidaz

LPS lipopoliszacharid

MATE multidrog and toxic compound extrusion family (angol
szakirodalom alapjan)

MDR multidrog-rezisztens

MDR-TB multidrog-rezisztens tuberkuldzis

MFS major facilitator superfamily (angol szakirodalom alapjan)

MRNS messenger RNS, hirvivd RNS

MRSA meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus

NAD nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADH nikotinamid-adenin-dinukleotid-hidrat

NAT Nemzeti Alaptanterv

ODs0o 600 nm-es hulldamhosszon mért optikai denzitas

PBP penicillin-koté fehérje




RIF rifampicin

RND resistance-nodulation-cell ~ division  superfamily  (angol
szakirodalom alapjan)

RNS ribonukleinsav

rRNS riboszomalis RNS

SARS-COVID-19 sulyos akut 1égz0szervi szindroma-koronavirus-2 altal okozott
vilagjarvany

SMR small multidrog resistance family (angol szakirodalom alapjan)

TB, TBC tuberkulozis, tiid6glimokor

TC tetraciklin

TDR teljesen gyogyszerrezisztens

TDR-TB teljesen gyogyszerrezisztens tuberkulozis

tRNS transzfer RNS, szallito RNS

UDP uridin-difoszfat

XDR extrém/kiterjedten drog rezisztens

XDR-TB extrém/kiterjedten drog rezisztens tuberkulozis




1. BEVEZETES

Tobb ezer éven keresztil az embereknek szamos fert6zo betegséggel kellett
szembenéznilik, mint példaul a kolera, diftéria és a pestis. Ezeknek a betegségeknek a
gyogyitdsa a multban elképzelhetetlen volt, igy a fert6zések kovetkeztében rengetegen
meghaltak €s a varhato élettartam is a ma jellemz6hoz képest igen alacsony volt. Az attorést
Sir Alexander Fleming hozta, aki 1928-ban felfedezte az ¢lsé baktériumellenes szert
(antibiotikumot), a penicillint. Ezt kovetden az 1940-es évek elején Ernst Chain és Howard
Florey allitottak eld tisztan a penicillin G-t !, amelyet az elkdvetkezendd években
sz¢leskorlien kezdtek el hasznalni, igy elkezdddott az antibiotikumok térhoditasa. Az 1950-
es és 1970-es évek kozotti korszakot sokan az antibiotikumok fénykoranak nevezik, mivel

ebben az idészakban fedezték fel a ma is hasznalt antibiotikumunk dontd hanyadat.

Az antibiotikumok széleskorli hasznalataval azonban szelektaldé kornyezetet
biztositottunk, melyhez a baktériumok éldlények révén sok esetben képesek voltak
evoluciosan alkalmazkodni. Egyre jelentdsebb problémava valt, hogy megjelentek a gyakran
hasznalt szereknek ellenalld (rezisztens) baktériumtorzsek. Emellett, az ,,alacsonyan 16go6
gylimolcsok”, tehat azok az antibakterialis hatdsu molekulacsaladok, amelyek a
legkézenfekvdbbek voltak fejlesztési szempontbdl, az 1990-es évek végére mar nagyrészt
ismertek voltak. Ekkorra pedig az els6k kozt hasznalt szerek a legtobb kérokozoval szemben
mar hatastalannak bizonyultak. Az {1j antibiotikumok fejlesztése tehat versenyfutassa valt az

1ddvel.

A feleldtlen antibiotikumhasznalattal nagyban meggyorsitottuk a korabban az
orvoslas €kkovének szamitd gyogyszerek hatastalannad valasat. A nagyipari allattartasban
napjainkban is 4ltalanos jelenség a folyamatos, megelézési céllal alkalmazott
antibiotikumkura. Emellett a betegellatdsban is nagyon gyakori, hogy indokolatlanul
hasznalnak antibiotikumot, a betegek pedig sokszor nem az eléirtaknak megfeleléen szedik
be a gydgyszereket. Emiatt korunk egyik kiemelkedd egészségiigyi problémajava valt az
antibiotikum rezisztencia, mely megel6zésével sok kutatas foglalkozik. A kutatasok mellett
azonban nagyon fontos a megfeleld tudomanyos ismeretterjesztés is a témaban. Tanitasi
tapasztalataim alapjan a didkok eltéré mennyiségii tudassal rendelkeznek a témakorben, igy
sziikségesnek tartom a minél tudatosabb antibiotikum hasznalatra torténd nevelést a didkok

korében.



Az antibiotikum rezisztencia altal jelentett veszélyt jol példazza a mikobaktériumok
altal okozott tuberkulézis, kozhasznalati nevén TBC. Ez a betegség ma mar kevésbé van
reflektorfényben, azonban a SARS-COVID-19 pandémiat megel6zden a legtobb évben a
TBC bizonyult a legpusztitobb fert6zé betegségnek. Ennek egyik elsédleges oka pedig a
mikobaktériumokndl extrém gyakran el6forduld rezisztencia. Diplomamunkdm soran
irodalmi attekintést készitettem az antibiotikumok ¢€s a rezisztencia témadajaban, emellett
pedig kisérletesen vizsgaltam a mikobaktériumok adaptacios stratégidit. Eredményeim
amellett, hogy hozzajarulnak a TBC-vel kapcsolatos tudastar bovitéséhez, kozépiskolas

tanulok szamara is jol interpretalhatok az iskolai nevel6-oktatd tevékenység soran.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Antibiotikumok

2.1.1. Altalanos jellemzék

Az antibiotikumok megjelenése az akkori orvoslas legjelentésebb vivmanya volt,
amely segitségével szadmos korabban gyogyithatatlannak hitt fert6z6 betegség is
gyogyithatova valt. Az antibiotikumok mikroorganizmusok altal, vagy szintetikusan
eldallitott vegyiiletek, amelyek korlatozzak a baktériumok ndvekedését vagy megolik azokat
egy bizonyos koncentracioban >3, Ennek kdszonhetden, az antibiotikumokat napjainkban is

sz¢leskorlien hasznaljak az orvoslasban szamos betegség kezelésére.

2.1.2. Az antibiotikumok hatasmechanizmusa

Az antibiotikumok hatdsmechanizmus alapjan két fO0 csoportra oszthatok: a
baktericid hatdsuak elpusztitjdk a mikroorganizmusokat, mig a bakteriosztatikus hatdsuak
csupan akadalyozzdk azok novekedését. Emellett a hatas lehet kevert is, tehat egyes
antibiotikumok a koncentraciojuk fliggvényében egyarant lehetnek baktericid és
bakteriosztatikus hatasuak. Léteznek széles és szlik spektrumu antibiotikumok, annak
fliggvényében, hogy az adott vegylilet a baktériumok nagy része ellen, vagy pedig csak

néhany mikroorganizmus ellen hatékony *.

Az antibiotikumok csoportositasa leggyakrabban a molekularis szerkezetiik és a
hatdsmechanizmusuk alapjan torténik. Az antibiotikumok hatdsmechanizmusa ° tobbféle
lehet (1. abra): a sejtmembran strukturalis és funkcionalis karositasa, a sejtfalszintézis
gatlasa, a fehérjeszintézis gatlasa, a nukleinsavszintézis gatlasa, illetve egyéb metabolikus

folyamatok — példaul folsav szintézis — gatlasa 2.
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Sejtfalszintézis Nukleinsavszintézis
gatlasa gatlasa
cikloszerin, foszfomicin, kinolonok,
uridil peptidek, ramoplanin, fluorokinolonok (pl.

nizin, béta-lakidmok (p. ciprofloxacin),
penicillin, karbapenem, anzamicin (pl.
cephalosporin, rifampicin)
monobaktam),
glikopeptidek (pl. /
vankomicin, teicoplanin),
bacitracin, izoniazid, DNS Fehérjeszintézis
etambuto! .
** gatlésa az 50S
mRNS ANV VNV alegységen keresztiil
: kloramfenikol,
\ oxazolidinon
Folsav b . Pl
) ) Ve A ) linkozamin,
Sejtmembran A makrolid,
roncsolisa S streptogramin
polimixin, . __F
daptomicin MR A
P / Fehérjeszintézis
Folsav szintézis gatlasa a 30S
gétldsa alegységen keresztiil
szulfonamid, tetraciklin,
trimetoprim aminoglikozid

1. abra
Az antibiotikumok egyes tipusai hatasmechanizmusuk alapjan 2.
(Etebu & Arikepar, 2016 abrdja alapjan késziilt)

2.1.2.1. A sejtmembranra hat6 antibiotikumok

Az egyik hatasmechanizmus soran az antibiotikumok a baktériumok sejtmembranjat
karositjdk. Ezek hasznalatat az teszi lehet6vé, hogy a baktériumok és emldsok
sejtmembranja  eltérd felépitési ®. A legfébb kiilonbség az anionos lipidek
elhelyezkedésében rejlik; a baktériumok esetében ezen lipidek a felszinen talalhatok, mig az
emlés membranokban a sejt belseje felé néznek. Ennek kovetkeztében a sejtmembrant célzo
antibiotikumok tobbsége pozitiv toltéssel rendelkezik, igy nagyobb szelektivitdsuk van a

baktérium sejtmembranjara nézve ’.

A sejtmembran karositasasanak modja tobbféle lehet a baktérium sejtmembranjanak
jellemzo6i alapjan. Alapvetéen a baktériumoknak két csoportjat kiilonboztetjiik meg 8, ezek

a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok (1. tablazat).
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Gram-pozitiv baktériumok Gram-negativ baktériumok
Bacillus cereus, Enterococcus fajok, Escherichia coli, Klebsiella fajok,
Staphylococcus aureus, Streptococcus Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
pyogenes, Streptococcus pneumonia enterica, Vibrio cholerae

1. tablazat
Néhany kézismert Gram-pozittv és Gram-negativ baktérium 8°.

A csoportositas alapja az, hogy a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok membranjanak
komponensei és felépitése is kiilonbozé (2. abra). A Gram-negativ baktériumok két
membrannal rendelkeznek — egy kiils6 membrannal és egy citoplazmamembrannal. A kiilsé
membranban egy csak ezen tipusi baktériumokra jellemzd lipid komponens,
lipopoliszacharid talalhat6. A Gram-pozitiv baktériumoknak nincsen kiils6 membranja,
viszont a sejtfala teikosavat tartalmaz ’. Mindkét tipusu sejtfal tartalmaz mureint
(peptidoglikant), azonban fontos kiilonbség, hogy ez a murein réteg a Gram-pozitiv
baktériumok esetén vastag, mig a Gram-negativoknal csupan egy vékony réteg. A két sejtfal
tipust a Christian Gram altal leirt Gram-festés tarta fel. Ennek lényege az, hogy a
kristalyibolya festéket a vastagabb murein fallal rendelkezé Gram-pozitiv sejtek megkotik,

mig a Gram-negativ sejtekbél a festék alkohollal kdnnyen kimoshato 0,

Gram-pozitiv sejtfal Gram-negativ sejtfal
~Teikosav Lipoteikosav—
_~ Lipoprotein fpa g
_ Lipid-A _ Porin - Felszini fehérje
3 o [ [ E s B - Lipopoliszacharid
Pepu’doglikén e.&,o-an&"l cdobod ' lbedede
(murein) cosssepese SR | Kals5 membrén
cedsvecsvsrtscsssorereocsescssiasssases Peptidoglikin
Periplazmatikus tér (murein)

of » | Periplazmatikus tér A ! A Bels6 membrén

Posesassssssstsd Jesesssss vli Jessssss .Ciloplazmamembrin Citoplazma “

"~ Membrénfehérje Citoplazma

2. abra
A Gram-pozitiv és Gram-negativ sejtfal felépitése 1.
(Rohde, 2019 abraja alapjan késziilt)

A sejtmembran felépitésének sajatossagai alapjan igy mas mechanizmuson keresztiil
karosodik a Gram-pozitiv és -negativ baktériumok membranja. A Gram-negativ

baktériumokkal szemben hatasos polimixinek baktericid hatasukat azaltal fejtik ki, hogy a
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kiils6 membranban taldlhatd lipopoliszacharid lipid-A komponenséhez kotddve
destabilizdljak és szétroncsoljak a kiilsé és belsd membrant egyarant '°. Egy masik
sejtmembrant karositd antibiotikum a daptomicin 2, amely a Gram-pozitiv baktériumok
esetében a sejtmembranhoz kotddve kalcium-fiiggd depolarizaciot indukal. Ez a membran

roncsolodasahoz vezet, tehdt a daptomicin baktericid hatést fejt ki a baktériumra 3.

2.1.2.2. A sejtfalszintézist gatld antibiotikumok

Az antibiotikumok szdmos csoportja a sejtfalszintézis valamelyik 1épésének
megakadélyozasaval fejti ki hatdsat °. A sejtfalszintézis bioszintetikus itvonala alapvetden
harom szakaszra oszthat6. Az elsd szakaszban a sejtfal felépitéséhez sziikséges monomerek
jonnek létre a citoplazméban. A masodik 1épés a membran asszocialt szakasz, amely soran
a lipid prekurzorok a citoplazmamembran kiils6 felszinére keriilnek. Itt zajlik a harmadik
szakasz, amely soran az Gjonnan létrejott peptidoglikan egység a sejtfalhoz kapcsolodik. A

folyamatot gatl6 antibiotikumok tehat a hirom szakasz egyikében fejtik ki hatasukat 4,

A szintézis elsé citoplazmatikus szakaszat korlatozza példaul a cikloszerin és a
foszfomicin. A cikloszerin miitkdése soran a szintézishez sziikséges enzimek (D-alanin
ligaz és D-alanin racemaz) miikodését gatolja, illetve megakadalyozza a D-alanil-D-alanin
dipeptid kialakuldsat. Napjainkban fontos antibiotikum a tuberkulézis kezelésében 4. A
foszfomicin az elsé szakaszban fontos, a legtobb baktérium fajban megtaldlhatd6 Mur

enzimek milkodését akadalyozza meg *°, igy akaddlyozva a peptidoglikan szintézist.

A masodik, membran asszocialt szakaszt is szdmos antibiotikum képes gatolni. Az
uridil peptidek egy enzim, az MraY, mikodésének akadalyozasaval fejtik ki hatasukat. Mas
antibiotikumok, példaul a ramoplanin és nizin, egy fontos komponenst, a lipid 11-t tamadjak

miikddésiik sordn 14, igy gatolva a sejtfalszintézis masodik szakaszat.

Az utolsé extracitoplazmatikus szakasz gatlasara szintén szamos antibiotikum képes,
mint példaul a béta-laktamok, glikopeptidek €s a bacitracin. A béta-laktdmok antimikrobialis
hatasukat a harmadik szakaszban fejtik ki ugy, hogy a D-alanil-D-alanin terminalis aminosav
analogjai. Igy az aminosav helyett az antibiotikum irreverzibilisen kapcsolodik a penicillin-
koté fehérjék (PBP) aktiv centrumahoz, amelynek kovetkeztében a traszpeptidacio egyik
utolsé 1épése akadalyozva van 4. Ebbe a csoportba tartozik az Alexander Fleming 4ltal
elsdként felfedezett antibiotikum, a penicillin, amely gétolja a peptidoglikan egységek
kozotti keresztkotések kialakulasat 6. A Fleming altal felfedezett penicillin G sziik

spektrumt, foként Gram-pozitiv baktériumok ellen hatasos. Azonban szdmos félszintetikus
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penicillin — mint példaul a meticillin, ampicillin és amoxicillin — széles spektrumu, igy ezek
szamos Gram-negativ patogén ellen is hatasosak. Az amoxicillin a hatéanyaga j6 néhany
gyakran alkalmazott gyogyszernek, példaul az Augmentinnek, Aktil Duo-nak és Curam
Duo-nak is. A béta-laktam antibiotikumok kozé tartoznak még a karbapenemek és
cephalosporinok, amelyek a penicillinhez hasonloan a keresztkotések kialakulasat gatoljak
meg 2. Tovéabba, ide tartozik még a monobaktam, amely szintén hasonlé elven miikddik és

szlik spektrumu antibiotikumként a Gram-negativ baktériumok ellen hatasos.

Az utolsé szakaszt akadalyozzak még a Gram-pozitiv baktériumok ellen hatasos
glikopeptidek is, amelyek koz¢é tartoznak példaul az igen elterjedt vankomicin és teicoplanin
17 A glikopeptidek a peptidoglikan szintézis késdi szakaszat gatoljak a transzglikozilacio
és/vagy transzpeptidacié megakadalyozasaval ugy, hogy a kotésben résztvevé D-alanil-D-
alanin aminosavakhoz, lipid 11-h6z és az éretlen peptidoglikanhoz kapcsolddnak 4. Végiil,
a bacitracin egy olyan széles spektrumu Gram-pozitiv patogének ellen hatasos antibiotikum,
amely miikddése soran hozzakapcsolodik a lipid-pirofoszfat szallito molekulahoz, amely az

épiild sejtfalhoz szallit kiilonféle molekulakat 3.

Egyes tuberkulozis ellen hasznalt antibiotikumok is a sejtmembrant karositjak. Ilyen
mechanizmus alapjan miikddik az izoniazid és az etambutol 8. Ezek az elsdvonalbeli
antituberkulotikumok miikodésiik soran a mikobaktérium sejtfalfelépitését gatoljak ugy,

hogy egy enzim gatlasan keresztiil a mikolsav szintézisét akadalyozzak *°.

2.1.2.3. A fehérjeszintézist gatld antibiotikumok

A fehérjeszintézist gatld antibiotikumok miitkodésében alapvetd fontossagu az, hogy
a prokariota és az eukariota sejtek riboszomai kiillonb6zok, ezaltal specifikusan a prokariota
sejtek riboszomaira valo hatast lehet elérni 2°. A prokariota riboszoméaknak két alegysége
van, a 30S és 50S alegység. A 30S alegység egy RNS lancot (16S) és 21 kiilonféle fehérjét
tartalmaz, mig az 50S alegység két RNS lancbdl (23S és 5S) és 34 fehérjébdl épiil fel. A
fehérjeszintézis folyamataban a kis alegység biztositja a dekodold centert, mig a nagy
alegység tartalmazza a katalitikus helyet (peptidil-transzferaz center) és a fehérje exit
csatornat. A két alegység egyiittesen alakitja ki az A (aminoacil), P (peptidil) és E (exit)
kotohelyeket. A folyamatban fontos szerepet jatszik még az mRNS, amely a genetikai kodot

hozza a riboszéméhoz, illetve a tRNS, amely az aminosavakat szallitja 2.

A fehérjeszintézist akadalyozo antibiotikumok a 30S vagy 50S alegységre kifejtett
hatasukkal fejtik ki antibakterialis miikodésiiket, igy befolyasolva az mRNS fehérjévé vald
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atirdsat a kiilonbozd szakaszokban 2. Az antibiotikumok célpontja féként a dekodold és
peptidil-transzferaz center, illetve a fehérje exit csatorna és a fehérjeszintézis szamos tovabbi
mobilis tagja 2.

A riboszoma 30S alegységére hat6 antibiotikumok kozé tartozik tobbek kozott a
tetraciklinek és az aminoglikozidok 2. A tetraciklinek olyan széles spektrumu
antibiotikumok, amelyek mtikodésiik soran bekotédésiikkel gatoljak az aminoacil-tRNS
kotédését a riboszoma A kotéhelyére 322, Az aminoglikozidok f6 célpontja szintén az rRNS
aminoacil-tRNS kotéhelye, igy csokkentve a transzlacio pontossagat és megakadalyozva a

riboszomara vald transzlokaciot 202123,

A riboszoma 50S alegységére is szamos antibiotikum hat, ezaltal akadalyozva a
fehérjeszintézist 2. Ide tartoznak tobbek kozott a kloramfenikol, oxazolidinonok,
linkozaminok, makrolidok és streptograminok. A kloramfenikol olyan széles spektrumu
antibiotikum, amely miikddése soran gatolja az aminosavak kozotti peptidkotések
kialakitasaért felelds peptidil-transzferaz mitkodését 2°. Egy masik, az 50S alegységre hat6
antibiotikum az oxazolidinon, amely az iniciaciés komplex kialakulasat gatolja, igy a
fehérjeszintézist mar a kezdeti inicicids szakaszban leallitja 3. A linkozamidok, makrolidok
¢és streptograminok szintén olyan hatast antibiotikumok, melyek az 50S alegységhez
kapcsolodva gatoljak a fehérjeszintézis elongéacios fazisat ugy, hogy a tRNS riboszomarol

------

Sandoz és a Sumamed, amelyek hatdanyaga a makrolid antibiotikum.

2.1.2.4. A nukleinsavszintézist gatld antibiotikumok

A nukleinsavszintézist gatlo antibiotikumok blokkoljak a replikaciot vagy leallitjak
a transzkripciét 2. Ezen folyamatot befolyasoljak a kinolonok és fluorokinolonok, melyek
baktericid hatasuk révén akadalyozzak a DNS replikaciot és a szuperhelikalis szerkezet
kialakulasat a DNS girdz és topoizomeraz IV miikdodésének gatlasan keresztiil. Mindkeét
enzim a topoizomeraz II csaladba tartozik, amelyek miikddésiik soran elhasitjadk a DNS két
szalat, igy kettds szali DNS-torést kialakitva, majd végiil a két elhasitott szal Gjbol
dsszekapcsolodik az enzimeknek koszonhetéen 2°. A DNS girdz és a topoizomeraz IV
miikddésének jelentdsége az, hogy a DNS kettds lancban negativ szuperhélixet alakit ki,
melynek koszonhetéen a DNS szal hozzaférhetébbé valik a replikédcid és a transzkripcid

szamara %5,
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Az antibakteridlis miikddésiik soran a fluorokinolon antibiotikumok az enzim-DNS
komplexhez kotédnek és megakaddlyozzak a kettés szadla DNS-térés utani
osszekapcsolodast, amely a baktérium sejt halalat okozza 27. A kisérleteim soran hasznalt
ciprofloxacin is a fluorokinolonok csaladjaba tartozik. A fluorokinolon antibiotikumokat a

gyogyaszatban is hasznaljak, ilyen antibiotikumok példaul az Avatac és a Cifloxin.

Az RNS szintézist blokkoljak az anzamicinek. Ebbe a csaladba tartozik a

tuberkuldzis kezelése soran is alkalmazott rifampicin 3, amelynek antibakterialis hatésa az

crer

9

2.1.2.5. Egyéb metabolikus folyamatokat gatl6 antibiotikumok

Szdmos olyan antibiotikum 1étezik, amely a baktériumok egyes metabolikus
folyamataihoz sziikséges szubsztratra hasonlitanak, igy az enzim a szubsztrat helyett az
antibiotikumhoz kapcsolodik 2. A folsav szintézis egyes 1épéseit gatoljak ilyen modon a
szulfonamid ¢és a trimetoprim. A szulfonamidok mitkddésiik soran a dihidropteorat-szintaz
(DHPS) enzim miikodését gatoljak szamos Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumban
egyarant 3. A trimetoprim pedig a folsav szintézis egy masik 1épésében a dihidrofolat-
reduktaz (DHFR) enzim miikodését akadalyozza, igy baktericid hatast kifejtve a baktérium

sejtre 28,

2.2. Antibiotikum rezisztencia

Az antibiotikumok hasznalatanak széleskorii elterjedése az orvostudomany egyik
nagyon fontos eseménye volt, hiszen ezek segitségével a haldlozasok csokkentek és a
varhat6 élettartam pedig ndvekedett. Az antibiotikumokat szdmos, korabban halalosnak hitt
betegség kezelésére hasznaltak sikeresen, igy szamos bakterialis fert6zés, mint példaul a

kolera ¢és a szifilisz konnyen kezelhetové valtak.

Azonban az antibiotikumok hasznélatdnak kezdete utdn nem sokkal kidertilt, hogy
szamos baktérium eleve ellenélld bizonyos vegyiiletekkel szemben, vagy képes rezisztenssé
valni ezekre az idé mulasaval is (3. abra). Ennek kovetkeztében a bakterialis
megbetegedések effektiv kezelése veszélybe keriilt, mivel az addig esetlegesen hatasos
antibiotikumok sok esetben mar nem voltak képesek kifejteni baktericid vagy

bakteriosztatikus hatdsukat. Szdmos olyan baktérium tdrzs ismerhetd napjainkban, amely
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tobb gyakran hasznalt antibiotikumra nézve is rezisztens. Ezeket a baktériumok altal okozott
betegségeket igy nehéz kezelni, nagyobb mennyiségili vagy mas alternativ antibiotikumokkal

kezelhetok, melyeknek a hasznélata a szervezetre nézve toxikusabb, illetve ezek dragabbak

is 29731-
Antibiotikum —_—
felfedezése Tetraciklin | :
| Penicillin | Ciprofloxacin |
( Vankomicin |
(1928) y : l(lormfmikol]
( Eritromicin | ‘
r——— i
[ 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020
m Linezolid
Antibiotikum rezisztencia | )
kialakulsa | Tetraciklin| | Ciprofloxacin |
3. dbra
Az egyes antibiotikumok felfedezése és az ezekre torténd antibiotikum rezisztencia kialakulasa a 20. és 21.
szazadban 3%,

(Thakare és mtsai, 2020 dbrdai és Palumbi, 2001 abrdja alapjan késziilt)

Napjainkban az antibiotikum rezisztencia és az 10j antibiotikumok felfedezésének
hianya miatt tehat szamos olyan betegség alakult ki, amelynek gyogyitasa nehezebb, vagy
olykor lehetetlen ?°. Az antibiotikum rezisztencia krizisének els ilyen korokozé baktériuma
a meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) megjelenése volt, amely a korhazi
fertézések egyik elsdszamu okozdja. A MRSA a meticillinen tal napjainkban mar szamos
masik antibiotikumra is rezisztens **. A Gram-pozitiv baktériumok koziil nagy gondot
okoznak még az Enterococcus fajok, amelyek kozott szintén eléfordulnak multidrog-
rezisztens (MDR) patogének. A Gram-negativ baktérium torzsek korében azonban még
stlyosabb az antibiotikum rezisztencia, mivel kozottik a multidrog-rezisztens torzsek
mellett igen gyakoriak az extrém/kiterjedten drog rezisztens (XDR) ¢és teljesen
gyogyszerrezisztens (TDR) baktériumok is. Ez miatt tehat egyre nagyobb gondot okoz
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példaul a Pseudomonas aeruginosa, a Klebsiella pneumoniae és a kiilonb6z6 Acinetobacter

fajok 4ltal okozott betegségek kezelése *.

2.2.1. Az antibiotikum rezisztencia csoportositasa annak eredete szerint

Az antibiotikum rezisztencidnak két {6 tipusa van; az intrinzik és a szerzett
rezisztencia 2°. Az intrinzik rezisztencia egy olyan természetes jelenség, amely a vad tipust
baktérium fajra jellemzd bizonyos vegyiiletekkel szemben *°. Ez az ellenalloképesség a

30 Ilyen

sejtek alapvetd strukturdlis vagy funkciondlis sajatossagainak koszonhetd
strukturalis sajatossagra vezethetd vissza az, hogy szdmos Gram-pozitiv baktériummal
szemben hatasos antibiotikum hatastalan a Gram-negativakkal szemben. Ez abbdl adodik,
hogy alapvetden kiilonbozik a citoplazmamembran felépitése és sok esetben az antibiotikum
nem képes atjutni az ezekre a fajokra jellemzd kiils6 membranon, igy nem tudja elérni
célpontjat. Erre a jelenségre jo példa, hogy a béta-laktdmok azért nem hatdsosak a
mikobaktériumok ellen, mert nem képesek atjutni a mikolsavban gazdag apolaris sejtfalon,
igy képtelenek elérni célpontjukat 3. Egy masik, igen gyakori formaja az intrinzik
rezisztencianak a genetikailag kodolt efflux pumpdk megléte, amelynek milkddési

mechanizmusarol a késébbiekben lesz sz6 8.

Az eredet szerinti csoportositds masik f6 tipusa a szerzett rezisztencia 2. Ennek soran
a baktérium fajok kétféle modon valhatnak ellenallova az antibiotikummal szemben. Az
egyik lehetséges Ut a baktérium sajat genomjaban torténd mutacio, a masik pedig a mas
baktériumokbdl géntranszferrel kapott gének altal okozott rezisztencia, illetve megjelenhet
ennek a kettének a kombinacioja is %. Ennek az ellenallasnak az a sajatossaga, hogy nem
feltétleniil jelenik meg az egész fajon beliil, csak bizonyos egyedeknél, de késobb lehet ez

az elterjedt fenotipus.

2.2.2. Az antibiotikum rezisztencia f6 mechanizmusai

Az antibiotikum rezisztencidt kialakitdé mechanizmusoknak hdrom nagy csoportjat
kiilonboztetjiik meg. Az elsé nagy kategéridba azok a folyamatok tartoznak, amelyek az
beliil. Ez torténhet az antibiotikum felvételének akadalyozaséaval és az antibiotikum sejtbdl
valod eltavolitasaval. Egy masik csoportba sorolhatok azok az folyamatok, amelyek a mar

sejtbe bejutott hatéanyagot hatastalanitjak vagy lebontjak. Végiil, a baktériumok korében

19



még jellemzd stratégia az antibiotikum tdmadaspontjanak a modositasa kiilonféle
mutacidokon keresztiil, vagy a bioszintetikus utvonalak Ujra programozasa a baktérium
sejtben 293, A korabban emlitett kétféle rezisztencia esetében mas mechanizmusok
jellemzok. Az intrinzik rezisztencia a felvétel limitalasan, inaktivacion és az antibiotikum
eltdvolitasan (efflux) alapul. A szerzett rezisztencia esetében az antibiotikum
tamadaspontjanak modositasa jellemzd a sejt genomjaban megjelend mutaciokon keresztiil.
Elképzelhetok tovabba olyan mutaciok, melyek transzkripcids faktorokat érintve nagyban
befolyasolhatjak a transzkriptomot, ezaltal sok sejtfolyamatba szolhatnak bele. Szintén
jelentés a szerzett rezisztencia korében tugynevezett rezisztencia-gének horizontalis
géntranszferrel torténd felvétele. Az ezekrdl termel6dd fehérjék altaldban a hatdanyagot

inaktivaljak.

Az antibiotikumoknak ahhoz, hogy hatasukat megfelel6en kifejtsék, el kell jutniuk a
sejten beliili célpontjukhoz ¢és ott bizonyos koncentracidban fel kell halmozddniuk,
amelyben mér képesek antimikrobialis hatasukat kifejteni *°. Szamos baktérium emiatt olyan
tipusu rezisztenciat fejlesztett ki, amellyel vagy a sejtbe valo bejutast gatolja, vagy a sejten
beliili antibiotikum koncentraciot csokkenti. Ennek egyik lehetséges modja a membran
atjarhatosadganak a csokkentése, amelynek kovetkeztében az antibiotikum sejtbe vald jutasa
akadalyozva van. Egy masik lehetséges Ut a mar bejutott antibiotikumok eltavolitisa a

sejtbdl efflux pumpék altal 2.

2.2.2.1.1. Az antibiotikum felvételének megakadalyozdasa

Az antibiotikumokat oldhatésaguk szempontjabol két nagy csoportra oszthatjuk:
hidrofil és hidrofob antibiotikumok, amelynek megfelelden a sejtbe valo bejutas is kétféle
modon lehetséges. A hidroféb hatéanyagok, mint példdul a makrolidek és az
aminoglikozidok képesek atdiffundalni a citoplazmamembranon, ha annak tulajdonsagai ezt
megengedik. Ezzel szemben a hidrofil antibiotikumok erre nem képesek, igy ezek

igynevezett porin csatornakon keresztiil juthatnak be a baktérium sejtbe 304,

Az antibiotikum felvételének akadalyozasaval kapcsolatos rezisztencia tobbféle
mechanizmuson alapulhat. Mint mar korabban emlitettem, az egyes tipusu baktériumok
kozott a sejtek alapvetd strukturdlis vagy funkciondlis sajatossagainak koszonhetden
kiilonbség van. A Gram-negativ baktériumok természetes rezisztenciaja is egy strukturalis

sajatsagnak  koszonhetd, hiszen ezen  baktériumok  citoplazmamembranjaban
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lipopoliszacharid (LPS) is talalhaté 2°. A lipopoliszacharid tartalmaz egy lipid A részt, egy
kdzponti poliszacharidot és O-antigént L. Ez a LPS egyfajta barriert képez, igy a hidrofob
antibiotikumokkal szemben természetes védelem alakul ki, mert nem képesek atdiffundalni

a membranon I,

Az antibiotikumok sejtbe val6 bejutasa a diffuzion tal torténhet porin csatornakon
keresztiil is. Ezek olyan transzmembran csatornak a Gram-negativ baktériumok
membranjaban, amelyeken keresztiil képesek a hidrofil anyagok bejutni az intercellularis
térbe *1. Ezeknek szama és szelektivitdsa is valtozo az egyes baktériumok esetén. A porin
csatornakon alapul6 antibiotikum rezisztencianak két f&6 modja van. Az egyik sordn az
antibiotikumok bejutdsa azaltal van megakadalyozva, hogy ezeknek a porin csatorndknak a
mennyisége lecsokken a membranban, igy nem tud elegendé mennyiségii hatdéanyag a sejten

30

beliilre kertilni Egy masik lehetséges Ut a porin csatorndk szelektivitasanak

megvaltoztatdsa, amely pedig mutaciokkal érheté el 2°.

2.2.2.1.2. Az antibiotikum eltavolitasa a sejtbol

A sejten beliili antibiotikum koncentracié csokkentésének modja az antibiotikum

eltavolitisa efflux pumpak segitségével 2°

. Ezt a jelenséget az 1970-es években fedezték fel
a tetraciklin esetében, azonban azota sok mas antibakteridlis anyagnal is azonositottak 3. Az
efflux pumpak transzport fehérjék a citoplazmamembranban, amelyek energia
felhasznalasaval képesek a sejt szamara felesleges vagy mérgezd anyagokat, mint példaul
antibiotikumokat, eltdvolitani a sejtbdl az extracelluléris térbe. Az efflux pumpék lehetnek
egy adott szubsztratra nézve specifikusak vagy széles spektrumuak, tehat vagy kizardlag egy

vagy tobb anyag eltavolitasara specializalodtak.

Az efflux pumpak 6t nagy csoportba oszthatok: MFS (major facilitator superfamily),
ABC (ATP-binding casette superfamily), SMR (small multidrog resistance family), RND
(resistance-nodulation-cell division superfamily) és MATE (multidrog and toxic compound
extrusion family) %2, A Gram-negativ baktériumok membréanjaban mind az 6t csaldd efflux
pumpai megtalalhatok, de az RND csaladba tartozok a legelterjedtebbek. A Gram-pozitiv
baktériumoknal féként a fluorokinolonok effluxaban jelentds szerepet vallalo MATE ¢és
MFS csaladba tartozo transzporterek a jellemzok. Osszefoglalva tehat, az efflux pumpak
feladata az, hogy a baktérium sejtbe mar bekeriilt anyagokat, igy példaul az antibiotikumot,

eltavolitsa. Ennek koszonhetden a sejten beliili antibiotikum koncentracio csokkeni fog egy
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olyan szintre, amely mar annyira alacsony, hogy hatéstalan a sejtre nézve, igy a baktérium

életmiikddéseit nem befolyasolja *°.

2.2.2.2. A hatdéanyag inaktivalédsa, lebontasa

A baktériumok az antibiotikumok ellen a hatasos koncentracié kialakulasanak
megakadalyozasan tal képesek ugy is védekezni, hogy olyan enzimeket szintetizalnak,
melyek szelektiven inaktivaljak vagy lebontjak az antibiotikum hatéanyagat, igy az nem

tudja kifejteni hatasat a mikroorganizmusra *

. Ezek a bakteridlis enzimek képesek
modositani az egyes molekuldk szerkezetét. Az ilyen tipusi mechanizmusoknak két 6 utja
van; egyrészt, az inaktivalas torténhet maganak a hatéanyagnak a lebontisaval, masrészt
pedig szamos enzim képes egy-egy funkcios csoportot helyezni a molekulara, igy médositva

a molekularis szerkezetet 2%,

Az antibiotikumok inaktivaldsanak egyik utja tehat a hatdéanyag lebontasa, amely
hidrolizissel torténik. Ez azért lehetséges, mert szdmos antibiotikum rendelkezik
hidrolitikusan érzékeny kémia kotésekkel, amelyek a bioldgiai aktivitdsukban kdzponti
szerepet jatszanak 2°. Ennek kovetkeztében tehat szamos olyan enzim alakult ki az evoliicid
soran, amely ezeket a sebezhetd kémiai kdtéseket célozza meg, igy elpusztitva a hatdanyagot
43 A hidrolitikus deaktivalas egyik klasszikus és igen elterjedt esete a béta-laktamazok
mikodése, amely az elsd szakirodalomban is leirt rezisztencia mechanizmus. A béta-
laktamazok penicillinek és cephalosporinok elleni hatasukat tehat ugy fejtik ki, hogy

hidrolitikusan hasitjak a béta-laktam gyfirtit 44

. Mivel ez a négytagl laktam gy{irli a béta-
laktam antibiotikumok kémiailag aktiv része, ezért az antibiotikum nem fogja tudni
megakadalyozni a peptidoglikan egységek kozotti keresztkotések 1étrejottét, igy
hatéstalanna valik a baktériummal szemben °. Mivel egyetlen béta-laktamaz molekula képes
masodpercenként 10° molekula hasitasara, igy ez a mechanizmus valdban egy igen hatékony
modszer ezekkel az antibiotikumokkal szemben. A béta-laktamazokon tal jellemzd enzimek
még az makrolid antibiotikumok ellen hatasos eszterdzok ¢és a foszfomicin gytiriit hasito

epoxidazok is.

Azonban vannak olyan antibiotikumok, amelyek nem tartalmaznak hidrolitikusan
hasithatd csoportot, igy ezekben az esetekben mas mechanizmusok alakultak ki az
antibiotikumok hatdsdnak csdkkentésére 2°. Ezek soran a baktériumok rezisztencia enzimjei
kovalensen moddositjak az antibiotikumot gy, hogy kiilonféle kémiai csoportokat — példaul

foszfat-, acetil-, adenil-, nukleotid-csoportokat — helyeznek az antibiotikumra, melynek
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eredményeképpen annak szerkezete, és igy miikddése is modosul %°. Ezek a modositd
mechanizmusok minden esetben valamilyen szubsztratot igényelnek miikodésiikhoz, amely
lehet ATP, acetil-CoA, NAD*, UDP gliikoz vagy esetleg glutation *. Ezekre a
mechanizmusokra egy latvanyos példa az aminoglikozidok esete, amelyeknél a rezisztencia
haromféle enzimatikus modositassal is kialakulhat: acetilacio, foszforilacio és adenilacio °.
Ezeknek a kémiai folyamatoknak kdszonhetden az aminoglikozid antibiotikumoknak kisebb
lesz az affinitdisuk az RNS-hez, amelynek kovetkeztében nem lesznek képesek a

fehérjeszintézis gatlasara.

2.2.2.3. Az antibiotikum tdmadéspontjanak a modositasa

Szamos olyan napjainkban hasznalt antibiotikum létezik, amely hatasat ugy fejti ki,
hogy specifikusan, nagy affinitassal kapcsolddik a baktérium sejt valamelyik részéhez,

ezaltal megakadalyozva annak normalis miikodését

. Ennek kovetkezményeként a
baktériumok képesek ezeknek a tdimadaspontoknak a megvaltoztatisara, igy az antibiotikum
nem tud ahhoz ko6tddni, tehat rezisztencia alakul ki az adott hatéanyag ellen, ugyanakkor a

sejten beliili normalis mitkddését el tudja latni *°.

A tamadaspont modositasa torténhet a kddold géneken torténd pontmutaciokkal,
enzimatikus modositdsokkal, illetve a tiamadaspont lecserélésével is *2. A pontmutaci6 egyik
elterjedt példaja a fluorokinolon rezisztencia. A fluorokinolonok a DNS replikacio
folyamatat allitjak le a DNS giraz és topoizomeraz IV enzimek gatlasan keresztiil. Ennek
akadalyozasat a baktérium ugy érte el, hogy az ezen enzimeket kédolo géneken pontmutécid
tortént, igy nagymértékli rezisztencia alakult ki, hiszen az antibiotikum igy nem képes
gétolni a folyamatban fontos enzimeket 2°. Egy masik hasonl6 elven miikodé rezisztencia a
béta-laktdmok ellen figyelhetd meg. Ez esetben a penicillin-k6té transzpeptidazok
gétlasara *°. Az enzimatikus médositasok egy latvanyos példaja a riboszémalis alegységek
metilacidja az erm gén altal kodolt enzimen keresztiil, amelynek kovetkeztében az
antibiotikumok egy csoportja nem tud k6tddni a riboszomahoz. Végiil, de nem utolsosorban
a folsav szintézist gatld antibiotikumok ellen is kialakult egyfajta rezisztencia. A folsav
szintézisben két fontos enzim jatszik szerepet, a dihidrofolat-reduktaz (DHFR) és a
dihidropteorat-szintaz (DHPS). Ebben az esetben a rezisztencia elérheté a korabban is

emlitett mutacioval, illetve a baktérium képes felvenni olyan géneket a kdrnyezetbdl vagy
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mas baktériumoktol, amelyek altal kodolt enzimek kevésbé érzékenyek az antibiotikumok

jelenlétére.

2.2.3. Az antibiotikum rezisztencia Kkivédése

Az antibiotikum rezisztencia az egyik legaggasztobb egészségiigyet érinté probléma,
hiszen az 1j antibiotikumok felfedezésének hidnya a rezisztencia mechanizmusok még
széleskortibb elterjedéséhez vezetett *°. A rezisztens baktériumok kezelésére azonban olyan
modszereket, stratégiakat fejlesztettek ki, amelyek segitségével 01j antibiotikumok hidnyaban
kezelhetdk az akar multidrog-rezisztens (MDR) torzsek is . Ilyen stratégia tobbféle
antibiotikum egyiittes hasznalata, illetve az antibiotikumok és kiilonféle adjuvansok

kombinaci6janak az alkalmazisa *'.

A tobbféle antibiotikum egyiittes hasznalatanak oka lehet a minél szélesebb spektrum
lefedése, tobb baktérium daltal okozott betegség egyiittes kezelése, illetve a rezisztens
mikroorganizmusok megjelenésének megakadalyozasa “8. Ezeken tiil fontos szempont az is,
hogy igy nagyobb mértékii baktericid hatas érhetd el az antibiotikumok szinergista hatadsanak
koszonhetden 47, Ennek koszonhetden sok esetben kezelhetdk olyan betegségek is, amelyek
gyogyitasa egyféle antibiotikum hasznalataval nem volna lehetséges. llyen szinergista
hatasu antibiotikum kombinacio a penicillin és a sztreptomicin egyiittes hasznalata példaul
Enterococcus-sal valo fert6z6dés esetén. Egy masik gyakran hasznélt kombindcidé a
trimetoprim €s a Szulfametoxazol egyiittes hasznélata példaul a Sumetrolim €s a Cotripharm
gyogyszerek esetén. A két hatdanyag ,egyiittes erdvel” a baktérium sejt egyik bioszintetikus
Gitvonalat, a folsav szintézist gitolja meg *°. Tovabb4, gyakran haszniljak a szinergista

hat4su rifampicin, iZzoniazid és pirazinamid egyiittesét a tuberkuldzis kezelése soran is.

Egy masik jellemz0 stratégia a kiilonféle adjuvansok hasznalata. Ezek olyan alacsony
mértékben vagy egyaltalan nem antibiotikus aktivitasu vegytiletek, amelyek fokozzdk az
antibiotikumok hatdsossagit a rezisztencia mechanizmus gatlisan keresztiil 4. A
legelterjedtebb és legsikeresebb példa az amoxicillin és a klavulansav kombinacidja, amely
egy napjainkban is igen elterjedt gyogyszernek, az Augmentinnek az alapjat képezi. A
baktériumok rezisztencia mechanizmusanak koszonhetden a béta-laktam antibiotikumok,
igy az amoxicillin is kdnnyedén inaktivalhatd béta-laktamézok 4altal. Emiatt az antibiotikum
hatékony miikddése érdekében a terapias alkalmazis soran klavuldnsavval egyiitt

alkalmazzék az amoxicillint *°. A klavulansav gyenge antibiotikus hatassal rendelkezik,
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azonban rendkiviil fontos szerepe van abban, hogy inaktivalja a béta-laktamaz enzimeket,
melynek koszonhetden a baktérium rezisztencia mechanizmusa nem miikodoképes, az
antibiotikum viszont hatékonyan miikddik. Ezzel megegyezd hatds érhetd el az ampicillin
antibiotikum ¢és a szulbaktam adjuvans kombinacidjaval is. A béta-laktamaz inhibitorokon
kiviil a kiilonféle adjuvansok, mint példaul a rezerpin, az efflux pumpak mitkddésének

gatlasan keresztiil akadalyozzak meg a rezisztencia mechanizmus muikodését.

2.3. A mikobakterialis antibiotikum rezisztencia jellegzetességei

2.3.1. A mikobaktérium és a tuberkulozis

A tuberkulozis (TBC, angol nomenklattra szerint TB) az egyik legpusztitobb fert6z6
betegség, amely foként a fejlodo vilag orszagait sujtja, a szegényebb, gazdasagilag lemaradt
helyeken jellemz0. Globalisan évente 10 milli6 11j aktiv TBC-S esetet regisztralnak, amelybol
1,5 milli6 eset halallal végzddik 50 Azonban ennél sokkal tobb a latens fertézott, akik szama
koriilbeliil 2 millidrdra teheté °'. A latens fertdzottek szervezetében megtalalhatd a
baktérium, azonban az immunrendszer egyensulyanak koszonhetéen nem jelennek meg a
betegség tiinetei, illetve a latens fert6zottek csupan kis szazalékaban alakul ki késébb a

tuberkulozis betegsége.

A TBC-t a Mycobacterium tuberculosis okozza, amely cseppfertézés titjan terjed °2.
Az aeroszolok formdjdban belélegzett baktériumok a tiidobe keriilnek, ahol az alveolaris
makrofagok fagocitézissal felveszik a mikobaktériumokat, azonban a makrofagok nem 6lik
meg azokat °!. A megfertézott makrofagok altalaban a tiiddben maradnak, igy a betegség
elsddlegesen a tiido karosodasaval jar. A makrofagok azonban mas szervekbe is eljuthatnak,
igy az esetek kortlbelill tiz szdzalékaban jellemzd lehet az extrapulmonalis, tehat nem a

tiidét érinté tuberkuldzis is .

Annak ellenére, hogy a tuberkul6zis egy kezelhetd betegség, a kezelések sikeressége
mégis csak 82-85% kozott van °0. Ennek oka az, hogy az antibiotikumokkal torténé kezelés
csak részben hatékony, mert a Mycobacterium tuberculosis sejtfala nagyon kis mértékben
atjarhato, illetve az antibiotikum rezisztencia kialakuldsara valé hajlam is igen magas 2. A
TBC kezelése soran a rezisztens torzsek kialakulasa ellen a megfeleld terapias stratégia

alkalmazaséaval probalnak védekezni. Emiatt a tuberkuldzis kezelése egy igen hosszu és
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Osszetett folyamat, a betegség kezelésére sokféle antimikrobidlis gydgyszert hasznalnak,
melyeket antituberkulotikumoknak hivunk **. A kezelést mindig az ugynevezett elsd
vonalbeli szerekkel kezdik meg, melyek kozé tartozik az izoniazid, a rifampicin, az
etambutol és a pirazinamid '°. Azonban ezeknek az antibiotikumoknak a hasznélata soran
kialakulhatnak Ggynevezett multidrog-rezisztens baktérium torzsek (MDR-TB), amelyek az
els6 vonalbeli antituberkulotikumok koziil rezisztenssé valtak legaldbb a két
leghatasosabbnak tartott izoniazidra és rifampicinre *°. Ennek kovetkeztében sziikségessé
valt a masodik vonalbeli szerek kifejlesztése és hasznalata is, amelyek azonban kevésbé
hatékonyak és az egészségre nézve artalmasabbak is. Ezek kdzé sorolhatok tobbek kozott a
fluorokinolonok és szamos injekcioval beadhato antituberkulotikum — kanamicin, amikacin,
kapreomicin. Azonban ezekkel szemben is kialakult az extrém/kiterjedten drog rezisztens
baktérium (XDR-TB) ', amely az izoniazidon és rifampicinen tl rezisztens a
fluorokinolonokra és legalabb még egy masodik vonalbeli szerre . Sajnos megjelentek
teljesen gyogyszerrezisztens baktériumok is (TDR-TB), melyek az 0sszes elérhetd

antituberkulotikumra nézve rezisztensek, de valosziniileg eltéré mértékben °7.

A rezisztencia lekiizdése érdekében szamos kutatas folyik 0j antituberkulotikumok
fejlesztésére °8. Ilyen ujonnan kifejlesztett szer a bedaquilin, amely egy diarilkinolon-
szarmazék és célzottan a mikobaktérium ATP-szintazat gatolja, igy akadalyozva a sejt
miikddését. Osszességében tehat, a kombinalt antibiotikum hasznalatnak és esetleges 1j,
hatdsos antibiotikumoknak a fejlesztésével a multirezisztens torzsek sokkal inkéabb

visszaszorithatok, igy sikeresebb kezelést eredményezve.

2.3.2. A mikobakterialis antibiotikum rezisztencia mechanizmusai

A korabban emlitett antibiotikumokkal torténé kezelések soran is sokszor elofordul,
hogy a kezelés nem sikeres, melyben szerepe van annak, hogy a Mycobacterium tuberculosis
populéciok képesek tilélni az antibiotikumok 4ltal okozott stresszt 1. A stresszhez torténd
adaptaci6 pontos folyamata nem ismert. A betegekbdl vett mintakban a biologiai diverzités
azonban igen nagy *°. Sokszor eldfordul, hogy a rezisztencia tobb, egymastol fiiggetlen

biokémiai utvonalra hat6 antibiotikum-csaladdal szemben is megjelenik.

Figyelemremélto, hogy a gyakori rezisztens esetek dacara a mikobakteridlis genom
nem koédolja a horizontalis géntranszferhez sziikséges enzimeket %, Igy a muticid az

egyetlen mddja a hosszh tav adaptacionak, a mikobaktériumok mutacids rataja in vitro
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koérnyezetben azonban igen alacsony (107° bp/generacio) 1. Emellett az antibiotikumok
ellen egy genetikailag nem kodolt, fenotipusos valasz is kialakulhat, igy a hatdanyag

eltavolitasa utan a folyamatok gyakran reverzibilisek .

2.3.2.1. Az intrinzik rezisztencia jellemzoi

Az antibiotikum tolerans fenotipus kialakulasat eredményezhetik kiilonféle intrinzik
mechanizmusok, amelyek a baktérium sejt egyes strukturalis vagy funkcionalis jellemzdinek
koszonhetok 0. A mikobaktériumok esetében ilyen strukturalis jellemzé a sejtfal sajatos
felépitése (4. abra), amely igen vastag és tobbrétegli 372, A sejtmembranon kiviil egy
periplazmatikus tér talalhatd, amelyet egy sajatos sejtburok kovet. Ez a sejtburok
peptidoglikan, arabinogalaktan rétegekbol és mikolsavbol épiil fel. A peptidoglikan és az
arabinogalaktan hidrofil tulajdonsaguak, igy akadalyozva a hidroféb molekulak bejutasat a
sejtbe. A kiilsé arabinogalaktan réteg utana mikolsavakhoz kapcsolodik, melyek
hossztlanct zsirsavakként egy atjarhatatlan réteget hoznak létre, ezzel akadalyozva a
hidrofob és hidrofil molekulak bejutasat is %. Ennek a sejtfalfelépitésnek koszonheté a mar
korabban emlitett béta-laktam elleni tolerancia, mivel az antibiotikum bejutasa a sejtbe

sokkal lassabb.

. Lipidek

/ ] Kapszula

4 -

Mikolsav

Arabinogalaktan

Peptidoglikédn

] Periplazmatikus tér

Plazmamembran

Citoplazma

4. abra
A Mycobacterium tuberculosis sejtfalanak a felépitése %.
(Kalscheuer és mtsai, 2019 dbrdja alapjan késziilt)

Egy masik jellemz6 intrinzik mechanizmus az efflux pumpak aktivitasanak megnovelése,

melynek kovetkeztében a mar sejtbe keriilt antibiotikum nagyobb mértékben kertil
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eltavolitasra a sejtbdl 37, A Mycobacterium fajok képesek kiilonféle kémiai modositisokra
is. Ilyen kémiai modositas eredményeként alakult ki tobbek kozott az aminoglikozidok elleni
tolerancia acetilacio kovetkeztében. Emellett, jellemz6 folyamat lehet a mar sejtbe kertilt
antibiotikumok lebontasa kiilonféle enzimek segitségével. Erre egy mikobaktériumra
jellemzd példa a béta-laktamaz enzim mukddése, amely altaldnossdgban nem annyira
hatékony, de a sejtfal alacsony fluiditasanak koszonhetden a kevés bejutott béta-laktam
antibiotikumot képes lebontani. Tovabba, toleranciat alakit ki a metabolikus folyamatok
lassitasa, mivel az antibiotikumok elsdsorban a metabolikusan aktiv baktériumokat
tamadjak. Végiil, de nem utolsosorban, antibiotikum stressz hatasara a Mycobacterium képes
a metabolikus folyamatok ttvonalait is megvaltoztatni annak érdekében, hogy az
antibiotikum 4ltal tamadott specifikus uUtvonalak ellenére is fent tudjon maradni a

homeosztazis a sejten beliil °.

2.3.2.2. A szerzett rezisztencia jellemzdi

A mikobaktériumok esetén a szerzett rezisztencia genetikai mutacioknak koszonhet
19 llyen mechanizmuson alapul az RNS-polimerizaciot gatld rifampicin (RIF) ellen
megjelend mikobakteridlis tolerancia. Mivel a rifampicin miikodése soran az RNS-
polimeraz B-alegységéhez kotddve fejti ki hatasat, igy a legtobb esetben az ezt kodold rpoB
génben torténd mutdcio miatt alakul ki tolerancia ®°. A mutacionak koszonhetden a
rifampicin csupan kisebb affinitassal tud ko6tédni a célpontjahoz, igy hatasat nem tudja
kifejteni. A RIF jelenléte altal okozott stresszre a mikobaktérium valaszai k6z¢é tartozik az

rpoB gén kodjanak a félreolvasdsa, amelynek kdszonhetden a transzlacid eredménye egy

mutaciot tartalmazé fehérje termék lesz , amelyhez nem tud kétddni az antibiotikum.

Egy masik széleskoriien alkalmazott antituberkulotikum, az izoniazid (INH) ellen is
kialakulhat genetikai mutaciokon alapuld rezisztencia. Az izoniazid egy olyan eléanyag,
amely a sejten beliil a KatG enzim segitségével izonikotinoill4 alakul, amely pedig a NAD-
hoz kétédik 1°. Az igy 1étrejott izonikotinoil-NAD komplex gatolja a mikolsav szintézisben
kulcsszerepet bet6lté InhA enzimet, igy gatolva a mikobaktérium sejtfalszintézisét. Az INH
rezisztencia egyik mechanizmusa soran a Mycobacterium tuberculosis a NADH-
dehidrogenazt koédold gének expresszidjat szabalyozza alul, igy kevesebb NAD keletkezik
%7 Emiatt az InhA enzimet g4tl6 izonikotinoil-NAD komplexbdl is kevesebb johet csak létre,

amelynek koszonhetéen nem gatlodik a mikolsav szintézis. Ehhez a reverzibilis folyamathoz
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hasonldan azonban 1étrejohet egy fix mutacio is a NADH-dehidrogenazt kodolo ndh génben

%8 amely viszont irreverzibilis rezisztenciat alakit ki az INH ellen .

2.3.3. A ciprofloxacin rezisztencia

A tuberkulozis kezelése soran alkalmazott masodik vonalbeli szerek kozott igen
elterjedten hasznéljak az én kisérleteim soran alkalmazott ciprofloxacint (CIP) is °, amely a
fluorokinolon antibiotikum csaladhoz tartozik 2. A fluorokinolonok hatisukat a DNS
szintézis akadalyozasaval fejtik ki, ezen beliill is két enzim, a DNS girdaz és DNS

topoizomeraz IV gatlisan keresztiil, ezzel akaddlyozva a DNS-replikaciot *°.

A fluorokinolonok elleni rezisztencia a mikobaktériumok esetén viszonylag ritka,
azonban a multidrog-rezisztens baktériumok sokszor valnak toleranssa a fluorokinolonok,
igy a CIP ellen is. Az in vitro Mycobacterium tuberculosis és Mycobacterium smegmatis
esetén kialakult nagymértékii fluorokinolon tolerancia annak kdszonhetd, hogy a DNS-girdz
A alegységét kodolo gyrA fehérjében tortént aminosav szubsztiticidé eredményeképpen a
fluorokinolon nem képes kétédni az enzimhez "*. Ennek kovetkeztében az antibiotikum nem
tudja megakadalyozni az enzim miikodését, igy a DNS-szintézis akadalytalanul végbe megy.
Tovabba, az mfpA gén altal kodolt fehérje esetében is kialakulhat alacsony mértéki
rezisztencia, amely annak koszonhetd, hogy a DNS-girdzhoz kotédé fehérje miatt a
fluorokinolon nem tud hozzakapcsolodni a DNS-girdzhoz, igy kialakitva egyfajta

rezisztenciat az antituberkulotikum ellen °.

2.3.4. A mikobakterialis dUTPazok és a genomi integritas

A mutacidk kialakulasdnak valoszinlisége forditottan aranyos a DNS hibajavitd
rendszer hatékonysagaval, tehat minél jobban miikddik a hibajavitds a sejtben, annal
kevesebb mutacid jelenik meg. Ezért a rezisztencia kialakuldsanak a tanulmanyozasaban

egyik fontos kulcspont lehet a DNS hibajavité rendszer vizsgalata.

A kutatocsoportunk nagy érdeklddést mutat a dUTPaz (dezoxiuridin-trifoszfat
pirofoszfataz) enzim miikddésének, és genomi integritasban betdltott szerepének vizsgalata
irant kiilonbozé éldlények esetében. A dUTPaz elsodleges feladata a sejtben a dUTP
(dezoxiuridin-trifoszfat) dUMP-v¢é (dezoxiuridin-monofoszfat) és inorganikus pirofoszfatta
torténd hidrolizise 2. A dUTP4z szerepe az, hogy ezaltal megakadalyozza az uracil kéaros

DNS-be torténd beépiilését.
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A mikobakterialis dUTP4z tartalmaz egy C-terminalis hurok régiot. Ennek hianyaban
¢letképtelen az organizmus, azonban ennek jelenléte nem befolyésolja a hidrolaz funkciot
3, Annak megértésére, hogy ennek a régionak mi a pontos funkcidja az organizmus
miikddésében mar tobb kutatas is irdnyult. A mikobakterialis dUTP4z genomi integritdsban
betoltott szerepéhez kapcesolod kutatasokbol kideriilt, hogy igen fontos szerepe van a genomi
uracil szint csokkentésében, emellett funkcionalisan aktiv dUTPaz hidnyaban a becsiilt

mutécios rata is emelkedett 4.

Kutatocsoportunkban a korabbi munkékhoz kapcsolodoan sikeresen allitottak eld
funkcionalisan aktiv dUTPazt nem termelé mutans torzset (dut-), illetve olyan torzset, mely
a vad tipusi dUTPaz mellett egy hurokrégiot nem tartalmzoé dUTPazt is termel (A-loop).

Utobbi esetben igazoltdk a mutans enzim termelddését a vad tipusi enzim mellett.

A kutatasok folytatasaként élesztd két-hibrid esszé segitségével probaltak dUTPaz
kolesonhatod partnert keresni. Az é€lesztd két-hibrid esszé fehérje-fehérje kodlcsonhatasok
kimutatasara alkalmas médszer °. Lényege, hogy egy genomi kdnyvtarat élesztésejtekbe
transzformalnak. Minden élesztdsejtbe a konyvtar mas-mas tagja keriil. A sejtekben a
letermelt fehérjekészlet ,,csali”-fehérjével vald kolcsonhatasatol teszik fiiggdve egy
»reporter” gén termelddését. Ezt kovetden az egysejttelepekbdl torténd szekvendldssal
azonositjak be a kolcsonhato fehérjét kodolo régiot. Az elvégzett kisérlet soran jelentds
kolcsonhatast mutattak ki a dUTPaz és az AdnA fehérjék kozott. Az AdnA a DNS-
kettdsszaltorések homolog rekombinacioval torténd javitasanak egy kulcsenzime
mikobaktériumokban . Felmeriilt tehat, hogy a dUTP4z kanonikus hidrolizalo funkciojan

til direkt modon hozzajarul a kettdsszaltorések javitasahoz is.
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3. CELKITUZESEK

Szakdolgozati munkdm soran a Természettudomanyi Kutatokozpont Enzimologiai Intézet
Genom Metabolizmus Kutatocsoport munkéjaba kapcsolodtam be. A kutatdcsoportban
korabban elvégzett kisérletek alapjan van okunk azt feltételezni, hogy a mikobakteridlis
dUTPaz kiilonleges szerepet tolt be a mikobakterialis genom integritasanak megorzésében
azaltal, hogy a dUTPaz kanonikus hidrolizalé funkcidjan til direkt modon hozzajarul a
kettOsszaltorések javitasahoz is. Mivel a kettdsszaltorések javitasaban betoltott szerepre
fokuszaltunk, kisérleteink soran a kettdsszaltoréseket eldidézo ciprofloxacint hasznaltuk.
Diplomamunkam sordn ezt a kapcsolatot vizsgaltam egy fluktuacios esszé segitségével. A
vizsgalatdhoz vad tipusu, illetve dUTP-az mutans Mycobacterium smegmatis torzseket

hasznaltam. Kisérletes munkdm céljai az alabbiak voltak:

o Kisérletesen vizsgdlni a rezisztencia kialakuldsdnak mértékét genotoxikus
kornyezetben novekedé mikobaktérium sejteken. A genotoxikus kornyezetet
szubletalis mennyiségii ciprofloxacin jelenléte biztositotta.

e A vizsgélatot két kiillonb6z6 dUTPaz mutans torzsben elvégezni, hogy ebbdl
kovetkeztethessek az enzim genomi integritasra gyakorolt szerepére.

e A kutatdshoz kapcsolodoan fontos célom volt tovabba egy modszertani anyag

kidolgozasa is kozépiskolas didkok szamara.

Tanitdsom soran fontosnak tartom a gyakorlatorientalt, €letkozpontu oktatast és azt, hogy a
tanulasi folyamat soran a gyerekek minél tobb életkozeli tudast szerezzenek, amelyet a
késébbiekben is alkalmazni tudnak. Ennek fliggvényében kiemelt fontossaginak tartom,
hogy a biologiadrakon a didkok sajat élményeiken keresztiil, gyakorlati 6rakon prébaljak ki
az egyes kisérleteket. Emiatt az antibiotikumok és antibiotikum rezisztencia témakoréhez
kapcsolodoan egy szakkor tervezetet készitettem el, amely szdmos olyan gyakorlati ora

kisérletét, menetét irja le, amelyek kapcsoldodnak a kutatasban végzett kisérleteimhez.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

A Kkisérletek soran hasznalt baktérium a Mycobacterium smegmatis volt, amely a
Mycobacterium tuberculosis-hoz képest egy gyorsan novo, nem patogén baktérium, igy
kivaléan hasznalhat6 a laboratoriumi kisérletek soran /7. A vizsgalatok soran a vad tipusu
torzset és két mutans torzset vizsgaltam, amelyek esetében tehat azt figyeltem meg, hogy a
vad tipusu torzsekhez képest a mutans torzsek milyen valdsziniiséggel és milyen mértékben

toleraljak a hasznalt antibiotikumot, a ciprofloxacint.

4.1. A Kisérlet soran hasznalt baktérium torzsek és tapoldatok

A Kkisérleteimhez haromféle torzset vizsgaltam, a vad tipusi Mycobacterium
smegmatis-t, illetve két mutans torzset, amelyek esetében a mikobakterialis dUTP-az

mutacidja tortént meg.

A baktériumok noévesztése Lemco broth tapoldatban és Lemco agar taptalajokon

tortént. A taptalajok elkészitéséhez a kovetkezo recepteket hasznaltam:

Lemco broth Lemco agar
Lemco por 2549 2549
Natrium-klorid (NaCl) 2549 2549
Bacto Pepton 5049 5049
Bacto Agar - 759
10%-0s Tween-80 2,5ml -
Desztillalt viz 500 ml 400 ml
2. tablazat

A taptalajok elkeszitéséhez hasznalt osszetevik.

Az OsszetevOk bemérése utdn a tapoldatok és a kisérlet sordn haszndlt Osszes eszkdz
sterilizalva volt nedves vagy szaraz autoklav segitségével; a sterilizalas mindkét esetben 130
°C-on tortént, szaraz autoklavban 4 o6raig, nedves autoklavban 30 percig. A Lemco broth
tapoldatot a baktériumok nodvesztéséhez hasznaltam, a baktériumok taptalajon valo

ndvesztéséhez és a késobbi sejtszamolashoz pedig a Lemco agar taptalajt hasznaltam.
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4.2. A Kkisérlet soran hasznalt antibiotikum

A kisérlet soran a hasznalt ciprofloxacint (Sigma-Aldrich) 1 pg/ml koncentracioban
hasznaltam, amihez a port 9,7%-o0s sdsavban oldottam be, majd a kész oldatot maximum két

hétig 4 °C-on taroltam.

4.3. A Kkisérlet menete

Meéréseim soran egy modositott fluktuaciods esszé segitségével becsiiltem a mutéacios
ratat. Ez a modszer kevésbé pontos, mint a teljes genom szekvenalés, azonban joval koltség-

¢s idéhatékonyabb.

A Kkisérlet (6. abra) az el6kulturak novesztésével kezdédott, amely soran harom
parhuzamos torzset novesztettem egy ¢jszakan keresztiil Lemco broth tapoldatban 37 °C-on,
160 RPM-en razo inkubétorban. A baktériumok ndvesztése utan megmértem mindharom
aranyos, igy megmutatja, hogy mekkora mennyiségii baktérium novekedett egy éjszaka
alatt. Az altalam mért OD-k a kisérleteim soran 0,25-0,4 kozott voltak. Ezt kovetoen az
elokultirakat centrifugacsébe oOntéttem, majd 4 °C-on, 2000 RPM-en 30 percig

centrifugaltam.

A centrifugalas végeztével a centrifugacsovekbdl dvatosan ledntdttem a feliiluszot.
A csovekben maradt sejteket ezutan 1 ml Lemco broth tapoldatban szuszpendaltam. A
szuszpendalas fazisa utan kovetkezett a baktériumok szélesztése a mar korabban elkészitett
taptalajokon; egy agarlemez 12 ml Lemco agar taptalajt tartalmazott. A szélesztéshez
sz¢élesztObotot hasznaltam, melyet a szélesztések kozott leégetéssel csiratlanitottam —
alkoholba martads utan meggyujtottam —, majd steril vizben lehitottem, és azt kdvetden
egyenletesen szétkentem a taptalajra helyezett 100 pl mennyiségli baktériumkultirat. A
sz€lesztés soran minden korabban felndvesztett kultarat két taptalajon szélesztettem,
amelyek koziil az egyik normal agar taptalaj volt, azonban a masik tartalmazott 0,3 pug/ml
ciprofloxacint is. Ennek megfelelden tehat voltak baktériumok, amelyek normal taptalajon,
¢és voltak, amelyek pedig szubletalis, antibiotikumot tartalmazo taptalajon novekedtek. A
lemezeket ezt kovetden 37 °C-on inkubaltam. Az inkubalasi id6k 4, 24, 48, 72 6ra hosszuak

voltak.
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Az inkubalési iddk letelte utan a teleplemosas szakasza kovetkezett, mely sordn 3 ml
Lemco tapoldat segitségével lemostam a sejteket, és fél oraig billegtettem a lemezeket annak
érdekében, hogy minél inkabb sikeres legyen a sejtek lemoséasa. Ezt a miiveletet egyszer
megismételtem, igy tehat a telepek lemosasa utan volt hat baktériumkultiram, amelynek

mennyisége koriilbeliil 4,5-5,5 ml volt.

A kisérletem kovetkez6 1épése a sejtszamlalas volt CFU (colony-forming unit)
segitségével. Ehhez elso 1épésként hattagu higitasi sorokat készitettem a korabban lemosott
baktériumkulturakbol (5. abra). Elészor kimértem 90 pul Lemco tapoldatot, majd ehhez
hozzaadtam 10 pl-t a baktériumkultirabol, és szuszpendaltam. Ezt kovetéen ebbdl a
szuszpenzidbol vettem ki 10 pl-t, amelyet ismét 90 pl tdpoldatba helyeztem, és igy tovabb.
A higitasi sor elkésziilte utdn a szuszpenzidkat tartalmazd Eppendorf-csdvek tartalmat

vortex segitségével 0sszekevertem.

10 pl 10 pl 10l 10 pl 10 pl 10 pl

& Y Y Y Y Y

Baktériumkultira

90 pl Lemco
broth
1:10 1:10°

1:100 1:10* 1:10° 1:10°

5. abra

A higitasi sor készitésének a folyamata.

Az ezt kovetd szakaszban kovetkezett maga a CFU lemezek elkészitésének fazisa,
amelyhez kisérletenként hat taptalajt tartalmazé lemezre volt sziikségem. Harom lemez sima
taptalajt tartalmazott, haromba pedig olyan taptalajt ontSttem, amely tartalmazott 0,5 pg/ml

ciprofloxacint is, igy ezeket szelektalo taptalajnak nevezziik.

A sejtszamolas (CFU) sordn harom technikai parhuzamost készitettem. Az adott

higitdsnak megfeleléen minden baktériumkultarabol felvittem harom-harom 10 pl
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mennyiségli cseppet a sima ¢és antibiotikumot tartalmazd taptalajra is. Ezt megismételtem az

Osszes higitassal az 6sszes baktériumkultira esetében.

Az elkészitett CFU lemezeket a szaradas utan 37 °C-on inkubaltam harom napig,
majd megszamoltam a kin6tt baktériumtelepeket, végiil pedig oszlopdiagramon &brazoltam

az eredményeket az Origin program segitségével.

Minden mérést harom biologiai parhuzamossal és harom technikai parhuzamossal

végeztem el.

" 7 G 5 : __—— S Normél plate
f:' R T \\'6 — —3
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¥ )\ S
L,,»__'_:J‘ (= g \
- - Szubletdlis plate
Hérom Centrifugaléds fl’qlﬁlll'lf?é Szuszpendalas 0,3 pg/mi CIP
\Y ml Lem B
pérhuzamos T A eltavolitasa 1 ml Lemco Szélesztés
po . perc 12 ml agar/plate
‘gl:)ﬁlt:ra 100 ! kultiraiplate
100 mi Szelekralo plate
0D =0,25-0.4 05 pg/mi CIP
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——— 7' ———
_,| I ' : - ] - :
! =] =
- \ ‘ / 7°C
g 37°C — ‘ . =
o P Telepek
Inkublds Teleplemosis vy Inkubdlés szamoldsa,
t=dh, 24h, 48h, 3 ml Lemco/plate ergdmélllg's:k
72h, 96h 0,3 Lxll atet abrézol
I’:J 1m=rev'-5 . CFU
6. dbra

A kisérlet menete.

4.4. Az eredmények kiértékelésénél hasznalt statisztikai probak

Az eredményeknél bemutatott allitdsokat Student-féle kétmintds t-probaval
teszteltem. A bemutatott p-értékek a kétszéli eloszlasra vonatkoznak. A probak el6tt minden
esetben teszteltem F-probaval, hogy a vizsgalt valosziniiségi valtozok variancigja
megegyezik-e. Amennyiben az F-proba alapjan elfogadtam a variancidk egyenlGségére
vonatkoz6 nullhipotézist, homoscedasztikus kétmintas t-probat végeztem, ellenkez6 esetben

Welch-féle (heteroscedasztikus) t-probat. A probak soran a CFU lognormalis eloszlasa
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alapjan feltételeztem, hogy a generacios id6k normadlis eloszlasu valoszintiségi valtozok, a
tolerancia ratdk pedig lognormalis eloszlast valdszinliségi valtozok. Emiatt a tolerancia

ratak esetén a probastatisztikak soran a log(tr) értékekkel szdmoltam.
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5. EREDMENYEK

A laborban elvégzett munkam soran harom mikobaktérium torzset vizsgaltam.
Els6ként a vad tipusu, majd két mutans torzzsel — A-loop és dut(-) — végeztem el a
kisérleteket. A vizsgalatok végén az inkubalasi id0 letelte utan minden lemezen
megszamoltam a kindtt baktériumtelepeket, majd ezekbdl az adatokbol kiszdmoltam az
egyes torzsekre vonatkozd generacios idot, valamint tolerancia ratat. Az igy kapott
eredményeket az Origin program segitségével abrazoltam és értékeltem ki. Végiil az egyes
torzsek generacios idejét és tolerancia ratajat 0sszehasonlitva megallapitottam, hogy van-e

kozottik szignifikans kiillonbség, illetve allitdsaimat t-probaval tamasztottam ala.

5.1. A vizsgalt tényezok

5.1.1. Generacios ido

A baktériumok nagy része binaris hasadéassal szaporodik, amely kovetkeztében az
egyetlen baktérium sejtbol két organizmus alakul ki °. Ez a szaporodas tipus egy viszonylag
egyszerli folyamat, amely soran a kromoszoma replikdcioja utan a sejt megnyulik, a
sejtmembran betlirédik szeptumot létrehozva, majd ez a szeptum kettéhasad, melynek
koszonhetden kialakul két 6nallo életre képes baktérium sejt. Tehat a bakterialis szaporodas
soran a sejtek szama mindig megduplazodik bizonyos id6kozonként. A baktérium sejt
kettéosztodasahoz sziikséges id6t hivjuk generacios idonek. Ez az adat tehat arra vonatkozik,
hogy egy baktérium sejt mennyi id6 alatt osztodik ketté, igy Iétrehozva a két utddsejtet. (Ezt

kovetden mar ez a két sejt fog osztodni négy utddsejtet létrehozva, €s igy tovabb.)

A generaciods 1d6 kiszamitasdhoz a kovetkez6 egyenletet hasznaltam:

b1 — Uy
h/gen
CFUtotal; ty [ /g ]

log, (—CFUW; tl)

Az egyenlet szerint tehat a to €s t1 idépontok kozt jellemz6 generacios idoket megkapom, ha

t geng,

to és t1 kozt eltelt inkubalasi 1d6t elosztjuk a t4 idOpontban készitett CFU és a t1 idépontban
készitett CFU hanyadosanak kettes alapu logaritmusaval. Az én esetemben a to idépont 4 6ra

volt a szélesztéshez képest. Ennek az egyenletnek a hasznalataval a vad és mutans torzsekre
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vonatkozoan is kiszdmitottam a generacios idoket, melynek bemutatasara a késébbiekben

térek ki majd.

5.1.2. Tolerancia rata

A masik fontos vizsgalt tényezd a tolerancia rata. Mivel nem genotipus, hanem
fenotipus alapjan kiilonbdztetjiik meg az antibiotikumnak ellenalléd sejteket, a rezisztencia
sz0 helyett a tovabbiakban a tolerancia szot hasznaljuk. Ez azt jelzi, hogy izogenikus sejtek
is adhatnak eltéré fenotipikus valaszt egy adott antibiotikumra (lasd 2.3.2 fejezet). A
tolerancia rata tehat egy becslés a mutacios ratara, és annak a valdszinliségét mutatja meg,
hogy az egyes inkubalasi idok elteltével a baktérium sejtek milyen mértékben lesznek
toleransak az antibiotikumra nézve, tehat mekkora a tolerdns sejtek aranya az dsszes sejthez
viszonyitva. Jelen esetben tehat arrdl ad informaciot, hogy az egyes Mycobacterium
smegmatis torzsek tolerancidja a ciprofloxacinra nézve hogyan valtozik az inkubalasi idék

fliggvényében.
A tolerancia rata kiszamitasahoz a kovetkezd egyenletet hasznéltam:

CFU% — CFU!

rez. rez.
ti to
CFUtOtél CFUtOtél

1
M = t geng, ¢, [h/gen]

Az egyenlet szerint tehat az adott inkubalasi i1d6 eltelte utan jellemzd tolerancia ratat tigy

rrrrrr

inkubalasi id6 eltelte utani 6sszes CFU adatunk és a referencia inkubalasi idére jellemz6
0sszes CFU kiilonbségével. Végiil ezt a hanyadost elosztva az adott inkubalasi iddre
jellemzé generacios idével megkapom az adott baktérium torzs tolerancia ratajat. A
generacids 1d6khoz hasonléan minden torzs esetében kiszamoltam a tolerancia ratakat is,

amelyeket a kdvetkezo fejezetben fejtek ki.
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5.2. Az eredmények bemutatasa

5.2.1. A vad tipusu Mycobacterium smegmatis generacios ideje és tolerancia rataja

A vad tipust Mycobacterium smegmatis torzs esetén harom egymassal parhuzamos
mintaval végeztem vizsgalatokat (A, B, C bioldgiai parhuzamosok). A 68 éraig ndvesztett
torzsek esetén a C minta nem volt értékelhetd (egyéb, morfologia alapjan nem
mikobaktérium telepek is kindttek a CFU mérése soran), igy ezt az adatok értékelésénél nem
hasznaltam. Mindegyik torzs esetében volt olyan, amely kontrollként szolgalt, tehat
antibiotikumot nem tartalmazd téptalajon ndvekedett, illetve volt olyan, amelyik

ciprofloxacint tartalmazo taptalajon novekedett bizonyos inkubalasi id6n keresztiil.

Generacios idé (h) Tolerancia rata

t (h) A B C A B C
20 2,8 33 2,5 2,1E-06 6,4E-08 6,7E-07
44 6,0 52 6,7 1,3E-06 1,2E-07 7,2E-07
68 7,0 7,7 na 5,3E-07 3,3E-07 na
20 -3,0 -4,3 -4,4 7,1E-05 1,6E-05 4,8E-05
44 -12,9 -23,2 -21.4 8,1E-04 1,1E-04 1,0E-03
68 -542 | -283 na 1,1E-02 5,4E-03 na

3. tablazat

A tablazat a harom parhuzamos vad tipusu Mycobacterium smegmatis torzs (A, B, C) generdcios idejét és
tolerancia rdtajdt mutatja az inkubaldsi idok fiiggvényében. (A kontroll minta narancssdrga szinnel van
jelolve, mig a szubletdlis koncentracioju ciprofloxacint tartalmazo taptalajon inkubadlt minta zéld szinnel
jelolve lathato.)

Generacios ido (h) Tolerancia rata
t(h) |tgenimag| SEM t Iitlag SEM
20 2,9 0,21 9,5E-07 6,13E-07
44 6,0 0,42 7,2E-07 3,47E-07
68 7,3 0,32 4,3E-07 1,01E-07
20 -3,9 0,47 4,5E-05 1,57E-05
44 -19,2 3,19 6,5E-04 2,78E-04
68 -41,3 13,00 8,4E-03 3,01E-03
4. tablazat

A tablazat a vad tipusu Mycobacterium smegmatis mintak atlagolt generacios idejét és tolerancia ratajat,
illetve az atlagok standard hibajat (SEM) mutatja az inkubdldsi iddk fiiggvényében. (A kontroll minta
narancssarga szinnel van jelolve, mig a szubletalis koncentracioju ciprofloxacint tartalmazo taptalajon
inkubalt minta z61d szinnel jelélve lathato.)

A generacios idok esetében a tablazatban szerepl6 adatok (3. tablazat és 4. tablazat)

alapjan jol lathato, hogy a normal taptalajon novekedett térzsek generacids ideje minden
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esetben pozitiv, tehat a sejtek aktivan osztodtak. Az 0j sejtek 1étrehozasanak ideje azonban
az egyes inkubalasi idok fliggvényében valtozo, minél hosszabb volt az inkubalasi id6, annal
hosszabb volt a térzsek generacios ideje (7. abra). Ennek az az oka, hogy minél hosszabb
ideg vannak a sejtek a taptalajon, annal lassabban osztodnak, mivel a telep kornyékén
csokken a rendelkezésre allo tapanyagok mennyisége, azonban megné a metabolitok
mennyisége. A ciprofloxacint tartalmazo6 taptalajon ndvekedett baktériumok esetében a
generaciés id6k mindig negativak, amelyb6l arra kovetkeztetek, hogy nem tortént
novekedés, illetve tobb sejt pusztult el, mint amennyi az osztédasok soran keletkezett. Ez az
érték az inkubalasi id6 novelésével itt is negativ iranyban novekedik, tehat minél hosszabb
volt az inkubalasi id6, anndl tobb sejt pusztult el az antibiotikumot tartalmazo taptalajon

novekedve.
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7. abra
A vad tipusii Mycobacterium smegmatis generdcios idejei a novekedési idék fiiggvényében.

A tolerancia ratdk vizsgélata esetében altalanossdgban elmondhatd, hogy minél
kevesebb baktérium sejt valt toleranssa a ciprofloxacinra nézve, annal alacsonyabb ez az
érték. Az altalam felvett adatokat (3. tablazat és 4. tablazat) megvizsgalva az lathato, hogy a
normal taptalajon novekedett baktériumok esetében a tolerancia ratdk minden inkubalési

idonél alacsonyabbak, mint az antibiotikumot tartalmazé lemezek esetében (Student-féle
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kétmintas kétvégii t-probara adodo p<0,02 minden inkubalasi idonél a kezelt és nem kezelt
mintakat 6sszehasonlitva). A ciprofloxacint tartalmazo lemezeknél az figyelheté meg, hogy
az inkubalasi 1d6 novekedésével aranyaiban tobb baktérium sejt valik tolerdnssa az
antibiotikummal szemben, tehat tobb sejt marad életben szelektald mennyiségi
ciprofloxacin jelenlétében is (8. abra). Ez azt jelenti, hogy minél tovabb novekedik a sejt
szubletalis mennyiségii ciprofloxacin jelenlétében, annal nagyobb eséllyel valik toleranssa a

szelektalo ciprofloxacinnal szemben.
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8. abra
A vad tipusii Mycobacterium smegmatis tolerancia rdatdi a ndvekedési iddK fiiggvényében.

5.2.2. A A-loop mutans Mycobacterium smegmatis generacios ideje és tolerancia rataja

A A-loop mutans mikobaktérium esetében is a vad tipushoz hasonléan harom torzset
esetében nem voltak értékelhetoek, igy ezeket az adatok értékelésénél nem hasznaltam A
kisérletek soran a baktériumokat szintén tobbféle taptalajon ndvesztettem, a korabban
emlitettekkel egyezden, minden térzs novekedett normadl, kontroll tiptalajon, illetve

antibiotikumot tartalmazo taptalajon is.
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Generacios ido (h) Tolerancia rata

t (h) A B C A B C
20 2,5 2,0 2,5 3,2E-07 2,0E-06 4,7E-07
44 4,4 4,0 4,3 2,9E-07 5,6E-07 5,2E-07
68 4,8 5,0 na 1,8E-08 4,2E-07 na
20 -15,2 8,4 30,9 1,8E-05 1,3E-05 3,2E-05
44 7,4 10,4 -23,1 2,5E-05 1,5E-04 1,8E-03
68 18,0 5,4 na 8,0E-03 9,1E-05 na

5. tabldzat

A tablazat a harom parhuzamos A-loop mutans Mycobacterium smegmatis torzs (4, B, C) generacios idejét
és tolerancia rdatdjat mutatja az inkubdlasi idok fiiggvényében. (A kontroll minta narancssdrga szinnel van
jelélve, mig a szubletalis koncentracioju ciprofloxacint tartalmazo taptalajon inkubalt minta zéld szinnel

jelolve lathato.)

Generacios idé (h) Tolerancia rata
t(h) | tgensmg | SEM t Fitlag SEM
20 2,3 0,15 9,4E-07 5,53E-07
44 4,2 0,12 4,6E-07 8,44E-08
68 4,9 0,09 2,2E-07 1,99E-07
20 8,0 13,30 2,1E-05 5,43E-06
44 -1,8 10,69 6,7E-04 5,77E-04
68 11,7 6,31 4,0E-03 3,95E-03
6. tablazat

A tablazat a A-loop mutans Mycobacterium smegmatis mintak atlagolt generdcios idejét és tolerancia
ratdjat, illetve az datlagok standard hibdjat (SEM) mutatja az inkubdlasi iddk fliggvényében. (A kontroll minta
narancssdrga szinnel van jelolve, mig a szubletdlis koncentrdcioju ciprofloxacint tartalmazé taptalajon
inkubalt minta z6ld szinnel jelolve lathato.)

A generacios 1dék esetében a normal tiptalajon ndvekedett baktériumnal itt is
megfigyelhetd egy, a vad tipushoz hasonld tendencia, miszerint a generacios 1d6 minden
esetben pozitiv (5. tablazat és 6. tablazat). Emellett az is szintén jellemzd, hogy az inkubalasi
1d6 novekedésével ezek az értékek fokozatosan ndvekednek, tehat az 10 sejtek
létrehozasanak ideje az inkubalasi id6 novekedésével emelkedik (9. abra). A ciprofloxacint
tartalmazo taptalajon novesztett A-loop mutans mikobaktériumoknal a vad tipushoz képest
az az eltérés lathatd, hogy itt a generacios id6 a legtobb esetben pozitiv, tehat a sejtek szdma
a novekedési idészakok tobbségében ténylegesen nétt. A kiilonbségeket megvizsgaltam a
Student-féle kétmintas kétvégl t-proba segitségével. Az adott inkubalasi id6hoz tartozo
generacios idok kiilonbozoségére vonatkozo nullhipotézist teszteltem a vad tipus és a A-loop
torzsek kozott. A 68 oras kezelt mintdkra szamolt generacios idok statisztikailag
szignifikansan kiilonbdznek a vad tipushoz képest (p<0,07). A vad tipust sejtek generacios

ideje a 44 és 68 oras inkubalasi idénél nem kezelt esetben is kiillonbozik (p<0,02). Ebbdl az
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a kovetkeztetés vonhato le, hogy a A-loop mutans sejtek antibiotikummentes, valamint

ciprofloxacint tartalmazo taptalajon is jobban szaporodnak, mint a vad tipusu sejtek.
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9. abra

A 4-loop mutans Mycobacterium smegmatis generdcios idejei a névekedési iddK filiggvényében.

A tolerancia ratakat megnézve (5. tablazat és 6. tablazat) lathatd, hogy a vad tipust
torzshoz nagyon hasonld eredményeket kaptunk, a tolerancia ratdk nagysagrendileg a
legtobb esetben megegyeznek. A A-loop mutans térzseknél is megfigyelhetd az a tendencia,
miszerint a kontroll taptalajon novekedett baktérium sejtek tolerancia rataja alacsonyabb,
mig az eldzetesen ciprofloxacint tartalmaz6 taptalajon novekedett mikobaktériumok sokkal
nagyobb hanyada valik toleranssa az antibiotikummal szemben (p<0,08 minden inkubalasi
idonél a kezelt és nem kezelt mintakat 6sszehasonlitva) (10. abra). Nem kezelt esetben a A-
loop mutans Mycobacterium smegmatis esetében is az lathato, hogy a kontroll mintaknal a
tolerancia rata kis mértékben csokken. Az antibiotikumot tartalmazé taptalajon tortént
novekedésnél viszont ennek megint csak az ellenkezdje figyelhetd meg, tehat a tolerancia
rata novekedik az inkubalasi id6vel egyiitt. Ebbdl arra kdvetkeztetek, hogy az elézetesen
ciprofloxacint tartalmazo6 taptalajon novekedett baktériumok kés6bb nagyobb mértékben

képesek toleralni az antibiotikum jelenlétét.
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10. dbra

A A-loop mutans Mycobacterium smegmatis tolerancia rdtdi a novekedési idokK fiiggvényében.

5.2.3. A dut(-) mutans Mycobacterium smegmatis generacios ideje és tolerancia rataja

A dut(-) mutans Mycobacterium smegmatis torzs esetén harom egymassal
parhuzamos mintaval végeztem vizsgalatokat (A, B, C bioldgiai parhuzamosok). A C torzs
mintdinak vizsgélata soran mas baktérium fajokkal torténd fertdz6dés volt tapasztalhato, igy
ezt az adatok értékelésénél nem hasznaltam egyik inkubalasi 1d6 esetén sem. A fertdzodésre
a CFU kiértékelése soran a mikobaktériumokétol eltérd telepmorfoldgidju telepek jelenléte
alapjan kovetkeztettem. A korabbi kisérletekkel megegyez6 mddon mindhdrom minta

novekedett normal és antibiotikumot tartalmaz6 taptalajon is.
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Generacios ido (h) Tolerancia rata
t (h) A B C A B C
20 2,4 2,4 na 8,7E-07 2,7E-06 na
44 4,5 4,5 na 3,0E-07 4,4E-07 na
68 6,1 4.4 na 3,0E-07 1,7E-08 na
20 7,7 25,8 na 9,6E-06 8,0E-05 na
44 7,3 69,5 na 2,4E-05 4,1E-04 na
68 20,5 4,3 na 3,5E-03 3,1E-06 na
7. tablizat

A tablazat a harom pdarhuzamos dut(-) mutdns Mycobacterium smegmatis torzs (A, B, C) generdcios idejét és
tolerancia ratdjat mutatja az inkubdlasi iddk fiiggvényében. A C minta nem volt értékelhetd, mert a CFU-S
lemezeken mas baktériummal tortént fertézddés volt tapasztalhato. (A kontroll minta narancssarga szinnel

e e

jelolve lathato.)

Generacios ido (h) Tolerancia rata
t(h) |tgensaag | SEM t Fatlag SEM
20 2,4 0,01 1,8E-06 9,34E-07
44 45 0,01 3,7E-07 7,05E-08
68 5,2 0,84 1,6E-07 1,40E-07
20 16,7 9,05 4,5E-05 3,54E-05
44 38,4 31,13 2,2E-04 1,94E-04
68 12,4 8,11 1,8E-03 1,77E-03
8. tablazat

A tablazat a dut(-) mutdns Mycobacterium smegmatis mintdk atlagolt generacios idejét és tolerancia ratdjat,
illetve az atlagok standard hibdjat (SEM) mutatja az inkubdlasi idék fiiggvényében. (A kontroll minta

crev

inkubalt minta z6ld szinnel jelolve lathato.)

A dut(-) mutans nem tartalmaz funkcionalisan aktiv dUTPazt. Ezen torzs generacios
1dejét vizsgalva lathato, hogy az Osszes ért€k pozitiv, tehat minden esetben ndvekedett a
sejtek szama, aktiv osztodas tortént (7. tablazat és 8. tablazat). A kontroll értékek esetén
elmondhat6 a kordbbiakhoz hasonld Osszefliggés, amely szerint az inkubalasi id6
novekedésével az atlagos generacios id6 is ndvekedik (11. abra). Az antibiotikumot
tartalmazo lemez esetében a kordbbiakhoz eltérfen azonban igen valtozatos értékek

lathatoak, nem figyelheté meg sem novekedd, sem csokkend tendencia.
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11. abra
A dut(-) mutdns Mycobacterium smegmatis generdacios idejei a novekedési idokK fiiggvényében.

A tolerancia ratak a dut(-) mutans Mycobacterium smegmatis mintak esetén is
nagyon hasonlitanak a vad tipusu és A-loop mutans torzseknél megfigyeltekhez. Itt is
jellemzd az, hogy a kontroll taptalajokon novekedett baktériumok tolerancia ratija és a
novekedési 1d6 forditott aranyossagban vannak egymassal, tehdt az inkubaldsi i1d6
novekedésével a tolerancia rata csokken (7. tablazat és 8. tablazat). Azonban a ciprofloxacint
tartalmazd lemezeken tortént ndvesztés esetében megint az lathatd, hogy a baktériumok
tolerancia rataja az inkubalasi id6 novekedésével szintén emelkedik (12. abra). Emellett, a
normdl ¢és antibiotikumot tartalmazd taptalajon novekedett mintdk kapcsolatarol
elmondhat6, hogy ugyanaz az inkubalasi id6 mellett a ciprofloxacint tartalmazo lemezeken
novekedd baktériumok tolerancia rataja magasabb (p<0,2 minden inkubalasi idénél a kezelt
¢s nem kezelt mintdkat 6sszehasonlitva). A Student-féle t-probanal kijott nagyobb elséfaju
hiba oka, hogy ennél a mérésnél csak két bioldgiai parhuzamossal dolgoztam. Ezekbdl az
adatokbol tehat ismét az allapithaté meg, hogy a mar eldzetesen antibiotikumot tartalmazé
taptalajon novekedett mikobaktérium sejtek nagyobb mértékben valnak toleranssa a

késébbiekben a ciprofloxacinra nézve.
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12. dabra
A dut(-) mutdins Mycobacterium smegmatis tolerancia ratdi a novekedési idokK fiiggvényében.

5.3. Az eredmények Osszegzése

Az eldz0 fejezetben leirt eredmények alapjan megfigyelhetd, hogy a vad tipusu, a A-
loop mutans és a dut(-) mutans Mycobacterium smegmatis torzsek esetén a ciprofloxacinnal
torténd elékezelés minden esetben szignifikansan novelte a tolerancia ratat (13. abra). Abban
az esetben tehat, ha a baktériumok eldszor szubletalis mennyiségii ciprofloxacint tartalmazo
taptalajon novekedtek, akkor késobb joval nagyobb eséllyel valtak toleranssa a szelektald
mennyiségii ciprofloxacinra. A kontroll, antibiotikumot nem tartalmazo taptalajokon
novekedd baktériumokat vizsgédlva az inkubdldsi id6 novelésével mindharom esetben a
tolerancia rata csokkenése volt megfigyelhetd, tehat az id6 mulasaval egyre kevesebb sejt

valt toleranssa az antibiotikummal szemben.
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13. abra
A kontroll és szubletalis mennyiségii ciprofloxacint tartalmazo taptalajon névekedett vad tipusii, A-1oop
mutdns és dut(-) mutdns Mycobacterium smegmatis térzsek tolerancia ratdja.

A generaciés id6 Osszefiiggéseit vizsgalva altalanos tendencia az, hogy a
ciprofloxacinnal torténd elokezelés hatdsara a generdcios 1do a legtobb esetben nétt, vagy
negativ iranyba tolodott el (14. abra), amely az elékezelés hatékonysagat mutatja. Ezen tul,
altalanosan elmondhatd, hogy az inkubalasi id6 novekedésével a generacios id6 is
novekedett. Ennek az az oka, hogy a tdpanyagok limitalt mennyiségben vannak jelen,
melynek kdszonhetden a tdpanyagok mennyisége csokken, mig a metabolitok mennyisége
nd. Tovabba, amennyiben az egész lemezt baktériumtelepek boritjak, akkor ez esetben a

sejtek egy része a tapanyaghoz, masik része pedig az oxigénhez nem fér hozza rendesen.
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14. abra
A kontroll és szubletalis mennyiségii ciprofloxacint tartalmazo taptalajon névekedett vad tipusii, A-1oop
mutdns és dut(-) mutdns Mycobacterium smegmatis t6rzsek generdcios ideje.

A kiséretek eredményeinek értékelésekor tovabba megfigyelhetd, hogy a vad tipus
¢s a mutansok kozott a tolerancia ratdk esetén nem tapasztalhatd szignifikans kiillonbség.
Azonban a generacios idoket Osszehasonlitva lathatd, hogy egyes inkubalasi idOknél a

mutans torzsek szignifikdnsan életképesebbek voltak ciprofloxacin jelenlétében.

Osszességében, az eredmények igazoljak a funkcionalisan aktiv dUTP4z korabban is
megfigyelt genomi integritds megorzésében betdltott szerepét. Azonban a kisérletek alapjan
a A-loop mutans és a dut(-) mutans Mycobacterium smegmatis torzsekre vonatkozoéan nem
vonhatok le egyértelmii kovetkeztetések abbol a szempontbol, hogy a mutaciok milyen
szerepet toltenek be a mikobakterialis dUTPaz adaptacios készségében. A kisérletben
bemutatott mérések azonban jol mutatjdk a mikobaktériumok nagymértékii, robosztus
alkalmazkodoképességét. Emellett, a szubletalis mennyiségli ciprofloxacin jelenléte a
taptalajban minden esetben nagyban megndvelte a nagyobb (maskiilonben letalis) dézisu
antibiotikumra torténd tolerancia kialakuldsanak esélyét, igy az elokezelés jelentdségét is jol

mutatja a kisérlet.
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6. BIOLOGIA SZAKMODSZERTANI FELDOLGOZAS

6.1. Bevezetés

6.1.1. A biolégia oktatashoz kapcsolédo célkitiizések, fejlesztendé teriiletek

A kozoktatas altalanos célkitiizéseit, miiveltségi teriileteit, tartalmi elemeit ¢és
fejlesztési teriileteit a mindenkor hatalyos Nemzeti Alaptanterv (NAT) hatdrozza meg.
Fontos dokumentumok még az alap és emelt 6raszamra irddott kerettantervek, illetve az
érettségi vizsgakdvetelményeket tartalmazod dokumentumok. (A szakdolgozat irdsakor a
kozoktatdsban mind a 2012-ben, mind a 2020-ban ir6dott NAT és kerettanterv is
hasznalatban van, illetve az érettségi kovetelményrendszerbol foként a 2017-es verziot
hasznaljak. Mivel a 2020-as NAT-hoz sem emelt szintli kerettanterv, sem érettségi
kovetelményrendszer nem késziilt még el a szakdolgozatom megirdsdig, igy a
dolgozatomban féleg a 2012-ben és 2017-ben késziilt dokumentumokra hivatkozok, de

igyekszem figyelembe venni a legjabb dokumentumok tartalmat is.)

A természettudomanyos nevelés fontossaga a régebbi és az ijabb NAT-ban is
megjelenik. A 2012-ben késziilt dokumentumban még megjelent a ,,természettudomanyos
és technikai kompetencia” is 8, azonban ez a 2020-ban megjelent modositott alaptantervben
" maér nem szerepel, hanem a ,, Természettudomany és foldrajz” tanulasteriileten beliil
jelennek meg a természettudomanyi fejlesztési célok. A természettudomanyos oktatasi-
nevelési tevékenységben a legfontosabb célok a természet egyes folyamatainak
megismerése €s magyarazata, illetve ezeknek az emberi életre €s természetre valo hatasanak
a vizsgalata. A tartalmi tudas elsajatitdisa mellett kiemelkedd fontossagu egyfajta
természettudomanyos szemlélet elsajatitdsa, amely magaban foglalja a bioldgia
szaknyelvének megismerését ¢és kiilonféle kutatdsi, kisérleti moddszerek elsajatitasat.
Emellett fontos a problémamegoldasi készségek fejlesztése is, ezzel eldsegitve a tanulok
kritikus gondolkodasat a mindennapi életben. A tanulasi-tanitasi folyamat tervezése soran

kiemelkedden fontos még a didkok kivancsisaganak felkeltése, igy esetlegesen eldsegitve a

tudomanyos teriiletek iranyaba torténd elkotelezodésiiket.
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6.1.2. A témakorok megjelenése a gimnaziumi biologia oktatasban

A szakdolgozatban megjelend fobb témakorok — baktériumok, antibiotikumok,
antibiotikum rezisztencia, tuberkulozis — mind a kozépszintli, mind az emelt szintli
gimnaziumi biologia oktatasban megjelennek valamilyen mértékben. Sajnos a 2020-ban
megjelent alaporas kerettanterv a témakort kisebb mértékben érinti, de mind a 2012-ben,
mind a 2020-ban elkésziilt kerettantervekben a téma tobb nagyobb témakor kapcsan is

elokerul.

A 2012-ben kiadott A valtozata kerettanterv % szerint a didkok mar a 9-10.
évfolyamos tananyag kezdetén megismerkednek a baktériumokkal az ,,Elet a mikroszkop
alatt — Mikrobiologia” tematikai egység keretein beliil. Ebben az egységben hangsulyt kap a
mikrobak elterjedése, illetve a mikroorganizmusok egészségligyi és gazdasagi jelentdsége.
Tovabbi fontos ismeret ebben a tematikai egységben az egyes fertdzések megeldzésének
modjai, valamint az ember és a mikroorganizmusok kapcsolata. Ezt kovetéen a 11-12,
évfolyamon a ,,Védelmi vonalaink — Az immunrendszer” egységében is megjelenik a
baktériumok témakore, ahol a korokozok hatasardl és a védekezés lehetdségeirdl esik

b6vebben sz0.

A 2012-es emelt 6raszamu kerettanterv 8! nagyobb hangsulyt fektet a témakorre, tobb
6raszamban foglalkozik a baktériumok sajatossagaival. A 9-10. évfolyamon tanult ,,Onallé
sejtek. Szerkezet és miikodés a prokariotdk vilagaban” tematikai egységen beliil nagy
hangsulyt kap a baktérium sejt felépitése és miikodése, illetve a baktériumok csoportositasa
1s. Emellett fontos tanitandd ismeretként jelennek meg az emberi szervezetben €16
szimbionta €s parazita baktériumok is, illetve a korokozok altal terjesztett betegségek. Az
egységen belll megjelenik a baktériumok elleni antibiotikummal torténd védekezés
szempontja is, illetve sz6 esik a véddoltasokrol is. Az 10. évfolyam végéig a tanulasi
folyamat vart eredménye az, hogy a didkok ismerjék a baktériumok jelentdségét evoluciods,
kornyezeti, ipari, mezdgazdasagi és egészségiigyli szempontbol vizsgalva. A didkoknak
ismernitik kell a baktériumok emberi betegségekben vald szerepét, illetve a védekezés
lehetséges formait és az antibiotikum rezisztenciat, mint az antibiotikum szedés
kovetkezményét. A 11-12. évfolyamon az ,Immunolédgiai szabdlyozds. Az immunvalasz
molekularis alapjai” tematikai egységen beliil a didkok kibdvitik a témaban szerzett

tudasukat azzal, hogy az antibiotikumok hasznéalata milyen kapcsolatban van az
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immunrendszer miikodésével, illetve, hogy mi a kiilonbség a virusok és baktériumok altal

okozott betegségek kezelése kozott.

A 2020-t61 felmend rendszerben bevetésre keriilé alaporas kerettantervben 8 A sejt
¢s genom szervezOdése ¢és milkddése” elnevezésli témakorben jelenik meg jelentds
mértékben a baktériumok témakdre. Ezen beliil szoba keriil a baktériumok anyagcseréjének
sokfélesége ¢és a baktériumok okozta betegségek. Az antibidzisrdl, mint populacios
kolcsonhatasrol ,,Az élolények jellemzoi, alkalmazkodas, és életk6zosségek biologiai
sokfélesége” témakorben esik szd, amelynek keretein beliil taglalhaté az antibiotikum

hasznalata és annak esetleges kovetkezményei.

Osszességében, a 2012-ben és 2020-ban késziilt kerettanterveket elemezve
megallapithatd, hogy a témakorok fontossdguk ellenére nem kapnak akkora hangsulyt a
biologia oktatdsban. Ez ¢és a témdk érdekessége miatt dontottem ugy, hogy a
baktériumokhoz, antibiotikumokhoz és antibiotikum rezisztenciahoz kapcsoléddan egy
szakkor tervezetét készitem el, melynek keretein belill a didkoknak lehetdsége van

megismerkedni a t¢émahoz kapcsolodo fobb tudnivalokkal érdekes kisérleteken keresztiil.

6.2. A9. és 10. évfolyamos diakok ismerete a tétmaban

A gimnaziumi szakkor tematikajanak az osszeallitasahoz fontosnak tartottam, hogy
tisztaban legyek a gimnaziumi didkok tudasaval az adott t¢émakorokben. Ezért egy kérddiv
formajaban (7.1) felmértem a 9. és 10. évfolyamos tanulok tudasat abban az iskoléban, ahol
a hosszu tanitasi gyakorlatomat végzem (Budapesti Fazekas Mihaly Gyakorlo Altalanos
Iskola és Gimnazium). Az évfolyamok és osztalyok valasztasanak az indoka az volt, hogy
ezeken az évfolyamokon és ezekben az osztalyokban tanitok vagy tanitottam bioldgiat,
illetve angol nyelvet, igy a didkok egy részét ismerem. A kérddivet végiil 88 diak toltotte ki
négy osztalybol. A kovetkezd bekezdésekben arra térek ki, hogy a kérddivre adott

valaszokbdl milyen kovetkeztetést vontam le a didkok tudasaval kapcsolatban.

6.2.1. A Kkitolto didkok altalanos jellemzése

Mint mar kordbban emlitettem, a kérddivet 88 didk toltotte ki. A 9. évfolyamrodl egy
osztaly, mig a 10. évfolyamrol harom osztaly is kitoltotte. Az osztalyokkal kapcsolatosan

azt érdemes tudni, hogy a gimnéaziumban az ,,a” osztaly a tarsadalomtudomanyi tagozat, a

52



b7 osztaly a természettudomanyi tagozat, a ,,d” osztaly pedig az altalanos tanterv alapjan
tanuld osztaly (a,,c” osztaly a specidlis tantervii matematikat emelt szintii 6raszamban tanuld

) 83, A kérd6iv els6 és masodik

osztaly, azonban 6k a kérddiv kitdltésében nem vettek részt
kérdésében az évfolyamot és az osztalyt kellett megjeldlniiik, igy képet kaptam arrol, hogy
a didkok melyik tagozatra jarnak (15. abra), amelybdl valamilyen mértékben lehet

kovetkeztetni a természettudomanyos érdeklédésiikre is.

9. évfolyam
10. évfolyam
30
28 28
- 25
£
3
w 20
=< 18
=
=
5 151 14
Q
=
L 10-
N4
5 4
0 0 i 0
tarsadalomtudoményi tagozat természettudomanyi tagozat  altalanos tantervii osztaly
("a" osztaly) ("b" osztaly) ("d" osztély)
Osztalyok tipusai
15. dbra

A kerddivet kitolté diakok szama az évfolyamok és osztalyok szerint rendezve.

A grafikonon lathato, hogy a kérddivet legnagyobb mennyiségben a ,,d” osztalyok didkjai
toltottek ki, ket koveti a,,b” osztaly, a legkevesebb kitoltés pedig az ,,a” osztalybol érkezett.

A didkokrol a kérddiv alapjan azt is megtudtam, hogy elérelathatolag a tanulok koziil
mennyien szeretnének a jovében valamilyen forméban biologiaval foglalkozni. Osszesen 28
diak jelolte meg az igen valaszt, emellett pedig 17-en egyelére nem tudjak, hogy milyen

iranyban fognak tovabbtanulni.

Egy utols6 altalanos jellegli kérdésben kivancsi voltam arra, hogy ha az iskolaban
valoban indulna az adott témakdrt feldolgozo6 szakkor, akkor arra hany didk jarna szivesen.

A valaszok meglepetésként értek, hiszen a didkok koziil 6sszesen 30-an szivesen részt
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vennének a szakkoron, mig 41 didk azt jeldlte, hogy talan részt venne egy ehhez hasonl6
szakkoron. A vélaszok a varakozdsaimnak megfeleléen azt mutatjdk, hogy a
természettudomanyi tagozat €s az altalanos tantervii osztaly didkjai szivesebben vennének
részt egy ilyen tematikaji szakkoron, mivel a ,,b” osztalybdl a didkok 46%-a, mig a ,,d”

osztalyok tanuloinak a 33%-a venne részt a szakkoron (16. abra).

Részt vennék
100 = Nem vennek részt
| Talan részt vennék

90
<) 1
8\/ 80
© |
2 70
‘g ] 64
oy 60+
o |
% 50
C_,E, ] 46 45
\S 40 . 39
n . 33
X
8 30 -
0 T 21 22
S 204
T | 15 15
> 10 A

0 I . I . I .
tarsadalomtudomanyi  természettudomanyi altalanos tantervii
tagozat ("a" osztaly)  tagozat ("b" osztaly)  osztaly ("d" osztaly)
Osztalyok tipusai
16. abra

A diakok részvételi szandékanak szazalékos aranya az osztalyok tipusainak megfelelGen.

A didkok valaszaibol arra kovetkeztetek, hogy a didkok tobbségét érdekli az adott témakor,
és szivesen részt vennének egy ilyen témakort feldolgozd bioldgia szakkoron, ahol

gyakorlati 6rakon keresztiil mélyedhetnek el a témakdrben.

6.2.2. A didakok tudasa a baktériumok témakorében

Az altalanos kérdések utdn a didkoknak négy témakorben — baktériumok,
antibiotikumok, antibiotikum rezisztencia, tuberkulozis — kellett kérdésekre valaszolniuk.

Els6ként a baktériumokkal kapcsolatban kellett harom kérdést megvalaszolniuk.

Az elsé kérdés egy tobbszords valasztds, amelyben a didkoknak ki kellett

valasztaniuk, hogy tiz felsorolt betegség koziil melyeket okozzak baktériumok. A didkok
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valaszai (17. abra) alapjan levonhato az a kdvetkeztetés, hogy a tanuldk tobbsége tisztaban
van a baktériumok és virusok altal okozott betegségekkel, és a tobbség a helyes valaszokat
jelolte meg. Azonban vannak olyan diakok is, akik virusok altal okozott betegségeket is
bejelodltek, igy ugy gondolom, hogy ez a témakor mindenképpen megerdsitést igényel a

szakkor keretében is.
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17. abra
A didkok szerint baktériumok dltal okozott betegségek.

A masodik kérdésben azt kellett megfogalmaznia minden tanuldnak, hogy szerinte
mi a {6 kiilonbség a baktériumok ¢€s virusok kozott. A didkok tobbsége nagyon szépen
megvalaszolta ezt a kérdést, a valaszokat a didkok altal megjeldlt szempontok szerint

rendezve az alabbi tablazat (9. tablazat) mutatja be.
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Szempontok

Baktériumok

Virusok

El61ény-e?

A baktériumok ¢éldlények, a

prokariotak koz¢ tartoznak.

A virusok nem ¢él6lények, csupan
a gazdaszervezetben mutatnak

¢letjelenségeket.

A baktériumok egysejtiiek,

A virusok fehérjeburokbol és

szaprofita, parazita).

Felépités szamos sejtalkotoval orokitdanyagbol (RNS vagy
rendelkeznek. DNS) épiilnek fel.
A baktériumok mikrométeres A virusok nanométeres
Méret
nagysagrendiiek. nagysagrendiiek.
A baktériumok ivaros és A virusok csupan a
Szaporodas . .
- ivartalan szaporodasra is gazdaszervezetben képesek
moédja .
képesek. szaporodni.
A baktériumok életmaddja
Eletméd tobbféle lehet (pl. szimbionta, A virusok ,.¢16skodék”.

Emberre valo

Pozitiv vagy negativ. Negativ.
hatasuk
A virusok ellen az antibiotikumok
Hogyan A baktériumok ellen
o ) hatastalanok, ellentik antiviralis
védekezhetiink antibiotikumokkal is lehet
szerekkel és védooltasokkal
ellenik? védekezni.
védekezhetiink.
9. tablazat

A baktériumok és a virusok kozotti kiilonbségek a diakok szerint.

A szempontok rendszerébdl és a valaszokbol is jol latszik az, hogy a didkok nagy része

ismeri a baktériumok ¢€s virusok kozotti kiilonbségeket.

Végiil, az utolsé kérdésem a baktériumokkal kapcsolatban egy specifikusabb

témahoz kapcsolddik. A didkoknak azzal kapcsolatosan kellett véleményt formalniuk, hogy

a kézmosas melyik tipusa a leghatékonyabb (18. abra).
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| |fertétlenitdszeres kézmosas

| |szappanos kézmosas
| Jugyanolyan hatékonyak
17 (19,32%)
25 (28,41%)
46 (52,27%)
18. abra
A diakok véleménye a kézmosas egyes tipusainak — szappanos és fertétlenitészeres kézmosas —
hatékonysagarol.

A valaszokbdl jol latszik, hogy a tanulok véleménye igen megoszto a kérdést illetden, igy a
szakkori tematikdba mindenképpen belefoglaltam egy olyan gyakorlatot, amely

bizonyithatja, hogy a valosagban melyik kézmosas a leghatékonyabb a baktériumok ellen.

6.2.3. A diakok tudasa az antibiotikumok témakorében

A Dbaktériumokkal kapcsolatos kérdések utin a kérddivben az antibiotikumok
témakorében kellett néhany kérdést megvalaszolniuk a didkoknak. A valaszokbol
megtudtam, hogy a tanuldk viszonylag ritkdn szednek antibiotikumot, az utobbi egy
hénapban csupén 2 didk, az utobbi fél évben pedig 16 didk szedett antibiotikumot, azonban

5 tanuld még sosem szedett semmiféle antibiotikumot.

Az antibiotikum hatdéanyagok felsoroldsakor a didkok sok példat hoztak. Tobb diak
is felsorolt kettdnél tobb antibiotikumot, azonban a nagy tobbség a penicillint emelte ki. A
valaszaikat Osszefoglaltam egy diagramon (19. abra), amely megerdsiti azt, hogy a didkok
tobbsége valoban a béta-laktamokat — beleértve a penicillint —, illetve az amoxicillint ismeri.
Ezen kivill egy-egy didk irt masféle antibiotikum hatéanyagokat is, mint példaul a

ciprofloxacint, meticillint és a karbapenemet.
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[ Ipenicillin
[ |amoxicillin
[ | béta-laktam
[ Jegyéb

3 (4,11%)
4 (5,48%)

55 (75,34%) 11 (15,07%)

19. abra
A diakok ismerete az antibiotikum hatoanyagok kérében.

Az antibiotikum hatdéanyagokhoz képest sokkal széleskoriibb valasz érkezett a
természetes antimikrobidlis szerekkel kapcsolatosan. A didkok Osszesen 13 féle anyagot

vagy vegyiiletet soroltak fel (20. abra).
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20. dbra
A didkok ismerete a természetes antimikrobialis szerek koreben.
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A didkok valaszaira alapozva azt gondolom, hogy az egyik szakkdri 6ran mindenképpen
érdemes megvizsgalni az antibiotikumok és a természetes antimikrobidlis szerek

baktériumokra valo hatasat is.

Végiil, az antibiotikumokkal kapcsolatos allitasokrol kellett eldontenitik a didkoknak,
hogy azok igazak vagy hamisak (21. abra). A diakok valaszai alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottam, hogy az antibiotikumokkal kapcsolatosan sok ismerettel rendelkeznek, igy a

szakkor keretein beliil egy k6z0s ismétlésre kertil sor.
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Az antibiotikumok Az antibiotikumok Az antibiotikumoknak Az antibiotikumok Az antibiotikumok

bakterialis fertézések képesek nincs hatasuk  szedése abbahagyhat6,  szedése mellett
kezelésére alkalmas elpusztitani az ember sajat amint jobban érzed  probiotikumokat is
gyogyszerek. a virusokat. baktérium flérajara. magadat. érdemes szedni.

Antibiotikumokkal kapcsolatos allitasok

21. dbra
A didkok antibiotikumokkal kapcsolatos kérdésekre adott valaszai.

6.2.4. A didakok tudasa az antibiotikum rezisztencia témakorében

Az antibiotikum rezisztenciaval kapcsolatban a didkoknak elséként meg kellett
fogalmazniuk, hogy mit jelent ez a fogalom. A didkok tobbsége valaszaiban azt irta, hogy
an antibiotikum rezisztencia azt jelenti, hogy a baktériumokat nem képesek elpusztitani az
antibiotikumok. Néhany diak arra is kitért, hogy sokszor az emberek tehetnek rola azért,

mert az antibiotikumokat nem megfeleld ideig, illetve mennyiségben szedik. Sokan
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megemlitették, hogy az antibiotikum rezisztencia egy napjainkban veszélyes jelenség, mert

igy szamos betegség nehezebben kezelhetdve valik.

Masodik feladatként a didkoknak el kellett donteniiik, hogy bizonyos allitasokkal
mennyire értenek egyet. A didkok valaszaikkal azt bizonyitottak, hogy ebben a t¢émakdrben
is igen nagy a tudasuk. Szinte minden didk egyetértett azzal, hogy az orvosoknak tényleg
csak indokolt esetben kellene antibiotikumot felirniuk, illetve mindig be kell szedni az eloirt
dozist. Az antibiotikumok szedésének 1d6 eldtti abbahagyasa egy megoszto kérdés volt, itt
csupan a diakok fele mondta azt, hogy ez a jelenség a rezisztencia kialakulésat segitheti elo.
A tanulok nagy része azzal is egyetértett, hogy a til sok antibiotikum hasznélata is a
rezisztencia széleskoriibb kialakulasat eredményezheti. Szinte minden didk szerint szadmos
olyan baktérium van, amely tobb antibiotikumra nézve is rezisztens, illetve majdnem
mindenki egyetértett abban is, hogy akar 01j antibiotikumok kifejlesztésével, akar a felel0sség

vallalasaval sokat tehetiink a rezisztencia kialakulésa ellen.

A vélaszok alapjan Ggy gondolom, hogy a diakok meglatéasai a rezisztenciat illetéen
tobbnyire helyesek, igy inkabb az esetleges megoldasokkal foglalkoznank tobbet a szakkori

orak keretein beliil.

6.2.5. A didakok tudasa a tuberkulozis témakorében

A kérddiv alapjan a vizsgalt korosztalyban a didkok 88%-a hallott mar a tuberkulo6zis
betegségrol. Arra a kérdésre, hogy vilagszerte évente hany embert érint a betegség mar
kevesebben tudtak helyesen valaszolni, csupan 34 diak jelolte azt, hogy évente kb. 10 millio
Uj esetet regisztralnak. A tuberkulozis elleni védekezésben a diakok harmada kiemelte a
védooltas fontossagat, tobben meg is nevezték, hogy a BCG oltés véd a tiidéglimdkor ellen.
A didkok egy része kiemelte a higiénia és a tiidészlird vizsgalatok fontossagat is. Tobben

pedig megjegyezték, hogy egy antibiotikumokkal kezelhetd betegségrdl van szo.

A didkok valaszai alapjan ugy gondolom, hogy a tuberkuldzissal kapcsolatban
érdemes kitérni a betegséggel kapcsolatos kutatasok fontossagara, és arra, hogy a valoban

tiineteket mutatd betegek mellett mennyi igynevezett latens beteg fordul eld viladgszerte.
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6.3. A gimnaziumi biologia szakkor tervezete

A kutatdshoz kapcsolodd fobb témakorokhéz — baktériumok, antibiotikumok,
antibiotikum rezisztencia, tuberkulozis — Kkapcsoldoddan tehat egy gimnaziumi didkok
szamara tartandd szakkor tervezetét készitettem el. A szakkor {6 célja az, hogy a didkok
eldzetes tudasanak atismétlése és kibdvitése utan kiilonféle érdekes kisérleteken keresztiil
ismerkedjenek meg a témakorrel. A szakkori tematikat a tudas felelevenitésével é€s
kibovitésével kezdjiik, a szakkorok célcsoportja igy a 9-12. évfolyamos didkok korét fedi le.
A Kkisérleteknek koszonhetéen a didkoknak lehetéségiik van maguk megismerni a
korilottiink €16 mikroorganizmusok vilagat, igy a tanulasi folyamat sokkal élményszeriibbé
valik. Emellett fontosnak tartom, hogy a didkoknak a szakkor keretein beliil lehetdségiik van
a laborban végzett munkak kiprobaldsira, igy erdsitve a bioldgia tudoménya iranti

elkotelezbdésiiket.

Az tovabbiakban tehat a bioldgia szakkorokre tervezett ordimat mutatom be. Az
alabbi tablazat (10. tablazat) Osszefoglalva tartalmazza a szakkor orainak legfontosabb,

modszertani szempontbol figyelembe vett jellemzoit.

Biologia szakkor tervezete

Miiveltségi teriilet / )
Ember és természet / Természettudomany és foldrajz

Tanulasteriilet
Tantargy Biolodgia
Evfolyam 9-12. évfolyamos gimnaziumi osztalyok

A baktériumok vilaga. Az antibiotikumok hasznalata és
A szakkor témaja mikodése. Az antibiotikum rezisztencia kialakuldsa és emberi

tarsadalomra vald hatasa. A tuberkulozis.

Hét alkalombol all a szakkor, a gyakorlati 6rak egyenként 60

A szakkor idokerete
percesek.
e A baktériumokkal, antibiotikumokkal és antibiotikum
A szakkor cél- és rezisztenciaval kapcsolatos hattértudds megszerzése.
feladatrendszere e A baktériumok altal okozott betegségek megismerése,

kiilonos tekintettel a tuberkuldzisra.
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A laboratériumi eszkozok (pl. automata pipetta,
sz€lesztObot) haszndlatinak a megismerése és
gyakorlasa.

e Higitasi sor készitésének a megtanulasa.

o A taptalajok készitésének modja és lemezek ontésének a
technikdja.

e A baktériumok szélesztési technikajanak a megismerése
sz€lesztObot segitségével.

e A kornyezetiinkben €16 baktériumok demonstraldsa, a
kézmosas hatékonysaganak megismerése.

e Az antibiotikumok, természetes antimikrobidlis
vegyiiletek és nehézfémek baktériumokra val6 hatdsanak
a vizsgalata.

e Telepmorfologiai  megfigyeléseken  keresztil a
baktériumok egyes tulajdonsagainak (pl. méret, alak,
szegely, feliilet, denzitas) megismerése.

e A CFU, mint sejtszdmolasi modszer készitésének a

megtanuldsa és a  sejtszamolas menetének a

megismereése.

A szakkor nevelési-

fejlesztési céljai

A didkok a szakkori foglalkozasok végére megismerik a
témakorhoz  kapcsolodd  hattértudast. Képesek lesznek
kiilonféle laboratoriumi eszk6zok hasznalatara, megtanuljak a
kisérletek elvégzésének menetét és a kisérletek értékelésének
modjat. A didkok a szakkdr végére belatjak, hogy az egyéni
felelosségnek milyen nagy mértékii szerepe van a tarsadalom

egészsége szempontjabol.

A szakkor didaktikai

feladata

Ismeretbvités, a korabbi tudas rendszerezése, a feldolgozott

ismeretek gyakorlati alkalmazasa.

A szakkor tantargyi
kapcsolatai, a diakok

elozetes ismerete

A szakkoron részt vevd didkok életkoranak megfeleléen a
témakort érintd eldzetes tudasuk eltérd lehet.
7-8. évfolyam — biologia:

e Baktériumok altalanos jellemzdi, tipikus képvisel6i.

9-10. évfolyam — biologia:
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e A mikrobdk elterjedtsége és a valtozatossaga.
e A  Dbaktériumok  egészségiigyi és  gazdasagi
jelentdségének megismerése példakon keresztiil.

11-12. évfolyam — bioldgia:

e A baktériumok és virusok megkiilonboztetése.

o Fert6zés és jarvany fogalma.

e Antibiotikumok hatésa, jelentdsége.
Kémia:

e Laboratoriumi eszkdzok és hasznalatuk ismerete.
Matematika:

e Mennyiségi 0sszehasonlitas, mértékegységek.

Foldrajz:
e Az antibiotikumok bevezetésének hatasa a népességszam
valtozasara.
Baktérium, antimikrobidlis  vegyiilet, antibiotikum,

antibiotikum rezisztencia, tuberkulozis, fertézés, jarvany,
Kulcsfogalmak ' . o
higitdsi  sor, taptalajok, szélesztés, telepmorfoldgiai

megfigyelések, sejtszdmolas, CFU.

Szamitogép, projektor, powerpoint bemutatok (az elméleti
orahoz), gyakorlati munkalapok, laboratoriumi eszkozok
(digitalis labormérleg, pipetta, automata pipetta, pipettahegyek,
kémcs6, kémcsdallvany, kémcs6fogd, Eppendorf-cso,
Sziikséges eszkozok | Eppendorf-csé tartd, szélesztobot, Bunsen-ég6, méréhenger,
Erlenmeyer-lombik, folyadékiiveg, spriccflakon, vegyszeres
kanalak, vegyszerek, tapoldat, lemez, lemez agar taptalaj,
antimikrobialis anyagok ¢és vegyiiletek, antibiotikum vagy

antibiotikum korongok)

NAT 787 Kerettantervek 8082 Részletes érettségi
Felhasznalt forrasok ]
vizsgakovetelmény 84,

10. tabldzat
A témakérhoz készitett biologia szakkor orainak modszertani szempontbdl figyelembe vett jellemzoi.

A szakkor altalanos jellemzdinek vazoldsa utan magara a szakkor ordinak a

tartalmara térek Ki részletesebben (11. tablazat). Minden gyakorlati 6rahoz késziilt az éra

63



tevékenységeit részletezd oOraterv, illetve az egyes témakhoz kapcsoldddan készitettem
gyakorlati munkalapokat is, melyeket a didkoknak kell kitolteniiik a kisérletek elvégzése
kozben. A részletes oratervek és a kisérletekhez kapcsolodd gyakorlati lapok a mellékletek
kozott olvashatok. Egy-egy kisérlet kiértékelése a baktériumok ndvekedéséhez sziikséges
koszonhetden az oratervek mindig az adott gyakorlati 6rara szélnak, azonban a munkalapok
sok esetben tobb orahoz is kapcsolddhatnak, mivel a kisérletet az adott 6ran végzik el a

diakok, azonban az eredmények értékelése a kdvetkezo orak feladata.

Oraszam
Az 6ra tananyaga
(A témak sorrendje)

Az elméleti tudas atismétlése és esetleges kibodvitése. Ezeken
az 6rdkon a kovetkezdé témak keriilnek szoba: a baktériumok
1. jellemzdi, az antibiotikumok tipusai és hatdsmechanizmusuk,
az antibiotikum rezisztencia kialakulasdnak okai, a

tuberkulozis.

A laboratoriumi szabalyok megismerése €és a laboratoriumi
eszk6zok hasznalatanak gyakorlasa, kiilonds tekintettel az
2. automata pipetta hasznalatara.

A higitasi sor készitésének a megtanuldsa (bromfenolkék és

szOrp hasznalataval).

A taptalajok készitésének modja és lemezek Ontésének a

technikéja.

> A kornyezetiinkben €16 baktériumok demonstralasa, a
kézmosas hatékonysaganak megismerése.

A baktériumok szélesztési technikdjanak a megismerése
sz€lesztObot segitségével.

+ Az antibiotikumok, a természetes antimikrobialis vegytiletek,
¢s nehézfémek baktériumokra valo hatasanak a vizsgalata.
Telepmorfologiai megfigyeléseken keresztiil a baktériumok
egyes tulajdonsidgainak (pl. méret, alak, szegély, feliilet,

5. denzitas) megismerése.

Elére elkészitett CFU lemezek elemzése, a sejtszamolasi

moddszer megismerése.
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A CFU, mint sejtszdmoldsi modszer, hasznalatanak a

megtanulasa és gyakorlésa.

A szakkor soran szerzett tudas Osszegzése a megszerzett tudas

ellendrzése egy jatékos kvizen keresztiil.

11. tabldzat
A szakkori orak tananyaga.

6.3.1. Az elméleti tudas atismétlése és esetleges kibovitése

6.3.1.1. Az éracélja

A szakkor els¢ orajanak (7.2) a célja a baktériumokkal, antibiotikumokkal,
antibiotikum rezisztencidval és a tuberkuldzissal kapcsolatos legfontosabb informéciok
megbeszélése és kibovitése. Ennek megvalodsitasat egy powerpoint bemutat6 (7.3) és néhany

paros, csoportos munka elvégzésével képzelem el.

6.3.1.2. Az 6ra menete

Az ora elso 1épése az eldzetes tudas eldhivasa egy kozos szofelhd készitésével a
Mentimeter weboldalon. A didkoknak parban kell olyan kifejezéseket gytijteniiik, amelyek
a baktérium szo6 hallatan esziikbe jutnak. Ennek szemléltetéséhez elkészitettem egy szofelhot

(22. abra), amelyhez hasonlo késziilne valoszintileg a szakkori oran is.

prokariota

22. dbra
A szakkor tematikdjahoz kapcsolodo szofelhd.
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Az eldzetes tudas felmérése utan a didkok tudasanak felelevenitése és kibovitése fog
kovetkezni. Ez egy powerpoint bemutatd k6zds megbeszélésén keresztiil torténik. A tanari
eldadas soran elsoként fontos szerepet kap a baktériumok altalanos jellemzdinek ismertetése,

itt kitérve a baktériumok alakjara, felépitésére, életmodjara és szaporodasara (3. és 4. dia).

Ezt kdvetden attériink a baktériumok ellen hasznalt antibiotikumok targyaldsara (5.
dia). Ezen a nagyobb témakoron beliil fontosnak tartom, hogy a tanulok megismerjék a
penicillin feltalalasaval kapcsolatos tudnivaldkat, az antibiotikumok csoportositasanak
modjait és az antibiotikumok hatdsmechanizmusainak sokféleségét. Tovabba, fontos célom
az, hogy a didkok tisztdban legyenek azzal, hogy egyes, a multban vagy a jelenben gyakori
betegségeket baktériumok vagy virusok okoznak, és hogy melyik esetben hatdsos az

antibiotikumok szedése (6. dia).

Az 6ra harmadik nagy témakore az antibiotikum rezisztencia, amely egy igen
relevans probléma napjainkban. A témdaval kapcsolatosan kitériink a rezisztencia lehetséges
mechanizmusaira (7. dia), majd sokkal életkozelibb dolgokra koncentralva az antibiotikum
rezisztencia kialakuldsanak a problémairdl beszélgetniink (8. dia), illetve kitérniink a
kialakulasat eldsegitd tényezdkre is (9. dia). Ezt kovetden a diakoknak csoportokban kell
Otleteket gytjteniiik, hogy szerintik hogyan lehet megakadalyozni az antibiotikum

rezisztencia kialakulasat. Az dtleteket a csoportmunka utan k6zosen beszéljiik meg.

Végiil, de nem utolsé sorban, az elsé gyakorlati ora utolsé elméleti része a
tuberkulézis (11. dia), amely egy vilagszerte problémat okozo, egyes Mycobacterium fajok
altal okozott fert6z6 betegség. A didkokkal megbesz¢Eljiik a betegség stilyossagat, a betegség
fobb tiineteit, illetve kitériink a tuberkul6zis antibiotikumokkal torténd kezelés folyamatara.
A tuberkuldzis targyalasa sordn fontosnak tartom még azt, hogy a gyerekek lassék, hogy a
betegség milyen elvaltozasokat okoz az emberi tiid6ben, igy egy ilyen képet is megtekintiink

kodzosen.

Osszességében tehat, a szakkdr elsd orajanak a célja a szakdolgozatomban is
megjelend témakorok megbeszélése. Ennek kdszonhetden a didkokkal atismételjik és
kiegészitjiik a témaban meglévé tudasukat, igy eldkészitve a szakkor elkovetkezendd

gyakorlati 6rait.
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6.3.2. A laboratériumi szabalyok megismerése, a laboratériumi eszkozok

hasznalatanak gyakorlasa, higitasi sor készitése

6.3.2.1. Az é6racélja

A masodik szakkori oran (7.4) elkezd6dik a valos gyakorlati munka, ahol a
didkoknak mar lehetdségilik van kisérletek elvégzésére is. A masodik szakkori ora célja
sokrétii: a fobb, szakkdr soran fontos laboratoriumi szabalyok megismerése; a laboratoriumi
eszk0zOok bemutatdsa; higitasi sor készitése bromfenolkék oldat és szorp felhasznalasaval. A
gyakorlat elvégzéséhez a didkoknak segitséget ny1jt az 6rdhoz készitett gyakorlati munkalap
(7.5), amely megtalalhato a mellékletek kozott.

6.3.2.2. Az 6ra menete

Az ora els célja tehat a laboratoriumi szabdlyok megismerése vagy atismétlése. A

fébb szabalyok a kdvetkezok:

e a gyakorlatok sordn csak az elére megbeszélt, a munkalapokon is szerepld
kisérleteket szabad elvégezni szigortian tandri feliigyelet mellett, tehat a
laboratériumban egyediil dolgozni tilos;

e a laboratoriumba ételt és italt bevinni tilos;

e alaboratériumbol vegyszert kivinni tilos;

e atanulok a taskakat és a ruhadarabokat (pulcsi, kabat) a teremben egy helyre tegyék
le, példaul a terem végébe;

e barmilyen probléma — példaul vegyszer borre keriilése, eszkoz eltorése — esetén a
tanarhoz kell fordulni;

e abalesetek elkeriilése érdekében a didkok magatartasa legyen kelléen fegyelmezett;

e a gyakorlati 6rakon laborkdpeny viselése ajanlott;

e a gyakorlati ordkon kisérletek végzése kozben egyszer hasznélatos gumikesztyli

viselése kotelezo.

Ugy gondolom, hogy ezek azok a legfontosabb szabalyok, amelyek betartasa egy gyakorlati

ora keretein belil fontosak, a balesetek elkeriilése érdekében.

A szabalyok megbeszélése utan megnézziik a laboratdriumban talalhato eszkozoket,
kiilonos tekintettel azokra, amelyeket a kisérletek soran hasznalni is fogunk. Az eszk6zok

tobbségét a diakok mar ismerik, igy erre a részre nem szenteliink sok id6t. Ehhez
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kapcsolodoan a didkoknak egy feladatuk is van a gyakorlati munkalapon, melyben a képen

lathat6 laboratoriumi eszkozoket kell megnevezniiik.

Az ora harmadik, azonban {6 célja az automata pipetta hasznalatanak a gyakorlasa
higitasi sorok készitésén keresztiil. A kisérlet menetének k6zos megbeszélése utan a didkok
parokat alkotnak ¢és az asztalukhoz viszik a kisérlet sordn hasznaland6é anyagokat ¢és
eszkozoket (bromfenolkék oldat, szorp, méréhenger, 10 db kémcsd, kémcsdallvany, vizzel
toltott spriccflakon, automata pipetta, pipettahegyek). Ez utin kezdédik a tényleges
gyakorlati munka, amelynek elvégzéséhez nagy segitséget nyujt a gyakorlati munkalap (7.5),
amelyen a didkok megtalaljak a kisérletek menetének leirasat. Ennek megfelelden a
diakoknak két higitasi sort kell késziteniiik, az egyiket bromfenolkék oldat (23. abra), a

masikat pedig szorp (24. abra) felhasznalasaval.

SN Y

Bromfenolkék oldat

5 ml brémfenolkék 4mlviz 4mlviz 4mlviz 4mlviz
oldat

23. dbra
Higitasi sor elkészitésének menete bromfenolkék festékoldat haszndlata esetén.

NN

111

8 ml szérp 4 ml viz 4 ml viz 4ml viz 4 ml viz

24. abra
Higitasi sor elkészitésének menete szorp haszndlata esetén.

A kisérlet elsd fontos 1épése a kémcsovek feliratozasa, szamozasa és a mar beszdmozott
kémcsovek kémcesdallvanyba helyezése. Ez utan ki kell mérni a munkalapokon szerepld

mennyiséget a bromfenolkék oldatbol, vagy a szorpbdl az elsé kémcsébe. A tobbi (2.-5.)
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kémcsébe mindkét higitasi sor készitésekor 4-4 ml vizet kell onteni. Amint ezzel kész
vannak a diakok, az elsé kémcsébdl at kell mérni a megadott mennyiségli bromfenolkék
oldatot vagy szOrpot a masodik kémcsObe ¢€s az oldatot jol Ossze kell keverni. Az
Osszekeverés utan a masodik kémcsobdl kell megadott mennyiségii oldatot atvinni a
harmadikba, és ismét Osszerazassal 6sszekeverni az oldatot. A leirt mechanizmust addig kell
folytatni, amig a didkok az utolsé kémcsdig érnek. A higitasi sorok elkészitését kdvetden a

diakok az alabbiakhoz hasonl6 higitasi sorokat kapnak (25. abra és 26. abra).

-

25. abra
A bromfenolkék oldat hasznalataval elkeszitett higitasi sor. Ebben az esetben Otszords higitas tortént.

26. dbra
A szorp haszndlataval elkészitett higitasi sor. Ebben az esetben kétszeres higitas tortént.

Az 6ra utolso 6t percében a kisérletek értékelése torténik, illetve a csoporttal kozosen

megbesz¢ljiik a munkalapokon szerepld feladatok megoldasat.

69



6.3.3. A taptalajok készitésének moédja, a lemezek oOntésének a technikija, a
kornyezetiinkben ¢€l6 baktériumok demonstralasa és a  kézmosas

hatékonysaganak megismerése

6.3.3.1. Az é6racélja

A harmadik gyakorlati 6ran folytatjuk a laboratoriumi technikdk megismerését.
Els6ként, a didkoknak lehet6ségiik van megismerni az agar tapoldat készitésének a modjat,
illetve maguk is fognak késziteni tapoldatot harom-négy f6s csoportokban. Az 6ra masodik
célja a taptalajok Ontési technikdjanak az elsajatitdsa. Végiil, az o6ra harmadik célja a
kornyezetiinkben €16 baktériumok demonstralasa és a kézmosas hatékonysadganak a
megismerése. A mellékletek kozott megtalalhato a részletes oraterv (7.6), illetve a gyakorlati

munkalap (7.7) is.

6.3.3.2. Az 6ra menete

A harmadik szakkori ora a didkok koszontése utan az adott gyakorlat tartalmanak
attekintésével kezdddik, amely sordn kézosen megbeszéljiik, hogy melyik gyakorlat soran

mi a feladat, mire kell figyelnie a tanuldknak.

A koz6s megbesz€lés utan elkezdddik a gyakorlati munka. Els6ként, a diakok 3-4 f0s
csoportokban agar tapoldatot kevernek be a gyakorlati munkalapon talalhato recept
segitségével. Ehhez sokféle anyagra és eszkozre (Lemco por, natrium-klorid, Bacto Pepton,
Bacto Agar, desztillalt viz, digitalis labormérleg, f6z6pohar, vegyszeres kanalak,
folyadékiiveg) lesz sziikségiik, amelyeket a tanar eldre Osszekészit a gyakorlat eldtt. A
didkok az elkészitett tapoldatokat a tanarnak adjak oda, aki autoklavozassal sterilizélja

azokat (ha erre van lehetdsége).

Az o6ra masodik gyakorlata a mar steril Lemco agar tapoldatok hasznélataval
tanulokként Ot taptalaj ontése. A taptalajok Ontésekor a diakok ugy dolgoznak, hogy
mellettiik egy ég6 gyertya (ennek hianydban Bunsen-ég6 vagy borszeszégd) talalhato, amely
felfelé mozg6 1égaramlast hoz létre, igy viszonylag steril koriilményeket biztositva. Emiatt
kiemelten fontos a didkok figyelmének a felhivasa az Ovatossagra, illetve a lanyok ezen a
gyakorlati oran csak Osszefogott hajjal vehetnek részt, a tiizzel kapcsolatos balesetek

elkeriilése érdekében.

A kornyezetiinkben €16 baktériumok demonstralasa és a kézmosas hatékonysaganak

a kiprobalasa lesz az 6ra harmadik felének a f6 célja. A kisérlet soran a didkok az el6z6
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feladat soran sajat maguk altal készitett taptalajokat fogjak hasznalni. A kornyezetiinkben
€16 baktériumok demonstraldsdhoz egy altaluk kivalasztott feliiletrdl (pl. telefon kijelzdje,
kilincs, cipd talpa stb.) vehetnek mintat egy mintavevd palca segitségével, amelyet
szétkennek a taptalaj feliiletén. A diakok az inkubalasi id6 utan a kovetkezé képhez (27.

abra) hasonlo lemezeket fognak kapni.

271. abra
A telefonomrol vett minta.

A kornyezeti mintavétel utan a didkok egy masik lemezt maguk elé téve a taptalaj egyik
harmadara helyezik az ujjukat, majd ugyanezt teszik szappanos kézmosas és kézfert6tlenitd
haszndlata utan is. A kisérlet elvégzése €s az inkubalasi id6 letelte utan a kovetkez6 képhez

(28. abra) hasonl6 eredményt fognak latni a lemezeken.

28. dbra
Az ujjamon talalhato baktériumok kézmosas elott, szappanos kézmosas utan, illetve kézfertotlenité hasznalata
utan.

71



A harmadik szakkori oran elkészitett mintdkat az 6todik gyakorlati 6ran fogjuk értékelni,
ahol a didkok feladata lesz az ehhez az 6rdhoz tartozd gyakorlati lap ehhez a részhez

vonatkoz6 részének a kitdltése, illetve tovabbi megfigyelések elvégzése.

Osszességében tehdt a harmadik szakkori 6ran a didkoknak lehetdsége van
megismerni a taptalajok elkészitésének maodjat, illetve a sajat maguk altal készitett lemezeket
hasznaljak fel az Orai kisérlet soran. A laboratoriumi munka megismerésével ¢és
kiprobalasaval probalom a bioldgia tudomanyat kozelebb hozni a didkokhoz. Tovabba, a
didkok kivancsisaganak felkeltésén keresztiil probdlom megerdsiteni a tudomanyos teriiletek

iranyéba torténd elkotelezodésiiket.

6.3.4. A baktériumok szélesztési technikajanak a megismerése; az antibiotikumok, a
természetes antimikrobialis vegyiiletek és nehézfémek baktériumokra valé

hatasanak a vizsgalata

6.3.4.1. Az é6racélja

A negyedik gyakorlati 6ran a didkoknak a korabbi oOrdkhoz hasonléan ismét
lehetdségilik van laboratoriumi kisérleteket végezni. ElsOként az el6z6 oran hasznalt
taptalajokon fognak baktériumokat széleszteni szélesztdbot segitségével. Ez esetben az
elsddleges cél a szélesztés ezen modjanak az elsajatitdsa. A gyakorlat tovabbi részében a
didkok az altaluk szélesztett baktériumokkal dolgoznak tovabb. Ezen kisérletek sordn a cél
az antibiotikumok, a természetes antimikrobialis vegyiiletek és a nehézfémek baktériumokra
val6 hatasanak a vizsgalata. A mellékletek kozott megtalalhato a részletes oraterv (7.8) és a

gyakorlati 6rahoz tartozo munkalap (7.9).

6.3.4.2. Az 6ra menete

A korabbi gyakorlati 6rakhoz hasonléan az ora a didkok koszontésével kezdddik,

majd az azt kovetd par percben a gyakorlat menetét beszéljiilk meg kdzosen.

Az adott ora elsé gyakorlati feladata a baktériumok szélesztési technikdjanak a
megismerése (29. abra). Ennek soran az el6z6 oran elkészitett taptalajokon fognak a diakok
sz¢éleszteni, de a gyakorlati 6rara viszek be elére elkésziilt lemezeket is, ha a didkok altal
készitettek nem sikeriiltek volna megfeleléen. A szélesztések soran szélesztbotot
hasznalnak a didkok, amely hasznalatakor fontos a szélesztdbot csiratlanitasa, hogy az adott

lemezen tényleg csak az a baktérium térzs ndjon ki, amelyiket mi szeretnénk. A csiratlanitas
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ugy torténik, hogy a szélesztObotot alkoholba martjak, majd Bunsen-ég6 langjaba tartjak,
vagy ongyujtoval meggyujtjak a szélesztdbot alkoholba martott részét. Ennél a gyakorlatnal

is kiemelten fontos a diakok figyelmének a felhivasa a tlizvédelmi szabalyokra.

|
\ (N Inkubélds e W
—s — @Y — (S

® ® ®

Pipetta segitségével Alkoholba Kend szét a A baktériumtelepek
cseppents 0,1 ml martds utan a baktérium megjelennek a
baktérium lg‘igm.%’;; ml a szuszpenziét a taptalajon.
szuszpenzi6t a szélesztBbotot. taptalaj felszinén.

taptalajra.

29. dbra
A szélesztdbottal torténd szélesztés menete.

A szélesztések eredményének megtekintése a kdvetkezd gyakorlati ora feladata a sziikséges
inkubalasi id6 miatt. Az eredmények értékelésénél a didkoknak le kell rajzolniuk, amit a
lemezeken latnak, illetve meg kell allapitaniuk, hogy a taptalajon hanyféle baktérium nott
ki, és hogy vajon ennek mi az oka (tehat sikeriilt-e valoban steril kdrnyezetet biztositani

ahhoz, hogy csak a baktérium szuszpenzioban 1év6 baktérium faj ndvekedjen a taptalajon).

A szakkori 6ra masodik felében kiilonboz6 anyagok, vegyiiletek baktériumokra vald
hatasat vizsgdljuk paros munka keretein beliil. Els6ként a didkoknak négyféle altaluk
valasztott antibiotikumkorongot kell a mar szélesztett baktériumokat tartalmazo taptalajra
helyeznitik. A kisérlet elvégzésekor a didkoknak a munkalap alapjan mindossze az a
feladatuk, hogy felirjdk az altaluk hasznalt antibiotikumok nevét. Az eredmények
értékelésekor kell majd leirniuk azt, hogy mit latnak a lemezen. Emellett a diakoknak le kell
mérniiik az egyes antibiotikumkorongok koriil kialakult gatlasi zonak atmérdjét, amelybdl
kovetkeztetni lehet az antibiotikumok hatékonysagara is az adott baktériummal szemben. Az
eredmények értékelésekor az antibiotikumok hatasat vizsgalva a diakok az alabbi képen (30.

abra) latottakhoz hasonlét fognak latni a lemezeken.
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30. abra

Négy antibiotikum — tetraciklin (TC), kanamicin (KANA), kloramfenikol (CA) és ampicillin (AMP) —
baktériumokra valo hatdsa.

Az antibiotikumok vizsgélatat kovetden a didkoknak Ilehetdségiikk van Otféle
természetes antimikrobialis vegyiilet hatasanak a vizsgalatara. A kisérlet soran szintén az
altaluk szélesztett baktériumokat tartalmazo taptalajokat hasznaljak. Az egyik téptalajra
fokhagymat, gyombért és szegfiiszeget helyeznek a didkok, a masikra pedig egy-egy lyuk
taptalajba szrdsa utan teafa és fahéj illdolajat csepegtetnek. A kisérlet kapcsan eldzetes
feladat annak a leirasa, hogy mit varnak az egyes anyagok hatasaival kapcsolatban, az
eredmények értékelésekor pedig azt kell leirniuk, hogy mi lathato a lemezeken. A lemezek
inkubalasa utan a kovetkez6 képeken (31. abra és 32. abra) latottakhoz hasonld eredményt
varhatunk. (A kisérlet elvégzése kdzben azonban el6fordulhat, hogy ebben a formaban nem
lesz latvanyos az eredmény. Ennek elkeriilése érdekében ugy is elvégezhetd a kisérlet, hogy
az antimikrobidlis anyagokat ¢és vegylileteket rahelyezziik a lemezre, majd az anyagok

taptalajba diffundéaldsa utan szélesztjiik a baktériumokat.)
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31. abra
Harom természetes antimikrobialis anyag — gyombeér, fokhagyma, szegfiiszeg — az inkubaldsi ido letelte utan.

32. abra
Harom természetes antimikrobialis anyag - gyombér, fokhagyma, szegfiiszeg — baktériumokra valo hatdsa.

Végiil a diakok a nehézfémek baktériumokra valo hatasat vizsgaljak meg. Ennek
soran a didkoknak réz-szulfat oldatot és rézbdl késziilt pénzérmét kell a szélesztett
baktériumokat tartalmazé taptalajra helyezniiik. A munkalapon talalhato feladatokat a
didkoknak az eredmények kiértékelésekor kell megoldaniuk. Az egyik feladatban le kell
rajzolniuk azt, amit a lemezen latnak, a masodik feladatban pedig azt kell megéllapitaniuk,

hogy melyik esetben lathatd nagyobb gatldsi zona.

Osszességében tehat a negyedik szakkori o6ran a didkoknak lehetdségiik lesz
megismerni €s kiprobalni a szélesztés technikdjat, illetve emellett elkezdik az egyes
antimikrobialis szerek hatdsanak a vizsgalatat. A gyakorlati 6ran készitett dsszes lemez

megfigyelése az inkubalési idok letelte utan torténik.
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6.3.5. Telepmorfolégiai megfigyelések, elore elkészitett CFU lemezek elemzése, a

sejtszamolasi modszer megismerése

6.3.5.1. Az é6ra célja

A biologia szakkor keretében tartott 6todik gyakorlati 6ra (7.10) f6 célja a korabbi
két alkalom soran készitett mintak eredményeinek a megfigyelése €s értékelése, amelyhez
nagy segitséget nyujtanak az el6z6 orak gyakorlati lapjai (7.7 és 7.9). Emellett, a didkok az
altaluk korabban készitett mintakat telepmorfoldgiai szempontbol is megvizsgéljak, amely
soran megfigyelhetik, hogy mennyire sokfélék lehetnek a baktériumtelepek. Végiil, a
kovetkezd ora el6készitéséhez fontos cél az, hogy a didkok megismerjék a CFU lemezek
hasznalatanak ¢és értékelésének a modjat. A telepmorfologiai megfigyeléséhez és a CFU
lemezek értékeléséhez a didkok a gyakorlati munkalapon (7.11) taldljdk meg a

szempontokat.

6.3.5.2. Az 6ra menete

A tanuldok szakkoron valod koszontése utdn az eredmények értékelését a harmadik
szakkOr mintdinak a megfigyelésével kezdik. Tehat a kornyezetiinkben €16 baktériumok
demonstralasa és a kiilonféle kézmosasok utan készitett mintak értékelése az elsd feladat. A
mintak megfigyelése utan a didkoknak meg kell oldaniuk a harmadik gyakorlati munkalapon
(7.7) szereplé feladatokat, amelyek soran le kell rajzolniuk a latottakat, illetve rovid

kérdésekre valaszolnak.

Amint végeztek a harmadik ora értékelésével, a didkoknak lehetdségiik van
megfigyelni azt, hogy a kiilonféle antibiotikumok és egyéb antimikrobidlis vegyiiletek
hogyan hatottak a novekedd baktériumokra. Az antibiotikumkorongokat tartalmazé lemez
esetében a gatladsi korok atmérdjének lemérésébdl kovetkeztethetiink az antibiotikum
hatékonysagara az adott baktériummal szemben, illetve arra is, hogy vajon a baktérium
rezisztens-e a hatéanyaggal szemben. A természetes antimikrobialis vegyiiletek esetén a
tanulok feladata az altaluk vélt hatdsok és a tényleges hatdsok vizsgéalata. Végiil, a
nehézfémek vizsgalatanal azt kell megallapitaniuk a didkoknak, hogy megfigyelheto-e
lényeges kiilonbség a réz-szulfat és a rézbdl keésziilt pénzérme hatdsa kozott. A
megfigyelések soran a didkoknak a negyedik gyakorlati 6rahoz késziilt munkalapot kell
kitolteniiik (7.9).
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A telepmorfologiai megfigyeléseken keresztlil a didkok harom lemezen kindtt
baktériumokat vizsgaljak aszerint, hogy mekkordk az egyes baktériumtelepek, milyen

ezeknek az alakja, szegélye, feliilete és denzitasa.

Az 6ra utols6 részében pedig a csoporttal kozdsen vizsgalunk meg CFU lemezeket
elore elkészitett CFU lemezekrdl készitett képek segitségével (33. abra és 34. abra). A
diakok feladata a feliratok értelmezése, illetve a baktériumok szaménak a kiszamolasa. Majd
ebbdl az adatbol kovetkeztetni tudunk a higitas fokara, abbol pedig arra, hogy az eredeti
baktérium szuszpenzié mennyi baktériumot tartalmazott. A didkok altal is vizsgalt CFU
lemezek a kovetkezé képeken lathatok. Ugyanezeket a képek a gyakorlati munkalapon is

szerepelnek, amelyek segitségével a diakok dolgoznak a szakkori 6ran (7.11).

33. dbra
A képen egy dltalam készitett CFU lathato. A lemezen a hdarom biologiai parhuzamos kéziil a B mintabol
keészitett CFU ldathaté 48 ora inkubdlasi idd utan. A lemez aljan lathaté ,,N” betii arra utal, hogy a CFU-hoz
hasznalt taptalaj nem tartalmaz antibiotikumot. A lemez bal oldalan lathato ,, N~ betii azt jelzi, hogy a
taptalaj, amelyen a baktériumok szélesztése és novesztése tortént, nem tartalmazott antibiotikumot. A lemez
jobb oldalan lathato ,,CIP” felirat azt jelzi, hogy a baktériumok szélesztése és ndvesztése antibiotikumot
tartalmazo, ugynevezett szubletdlis plate-n tértént.

77



34. dbra

A képen egy dltalam készitett CFU lathato. A lemezen a harom biologiai parhuzamos kéziil a B mintabol
keszitett CFU lathato 48 ora inkubadldsi idd utan. A lemez aljan lathato ,, CIP” felirat arra utal, hogy a CFU-
hoz haszndlt taptalaj antibiotikumot tartalmazo, ugynevezett szelektdlo taptalaj. A lemez bal oldaldan lathato
N betii azt jelzi, hogy a taptalaj, amelyen a baktériumok szélesztése és novesztése tortént, nem tartalmazott
antibiotikumot. A lemez jobb oldalan lathato ,, CIP” felirat azt jelzi, hogy a baktériumok szélesztése és
Noveszteése antibiotikumot tartalmazo, ugynevezett szubletalis plate-n tortént.

Az 0todik szakkori ora felépitésének tehat az a legfontosabb célja, hogy az el6z6
gyakorlatokon végzett kisérletek eredményeit értékeljiik. Illetve, emellett fontos szerepet
kap a sejtszamolasi modszer megismerése is, igy el6készitve és megkonnyitve a didkok

munkajat a kdvetkez6 oran.

6.3.6. A CFU, mint sejtszamolasi médszer készitésének a megtanulasa és gyakorlasa

6.3.6.1. Az é6ra célja

A szakkor gyakorlati 6rajanak a célja a CFU (colony-forming unit) sejtszamolasi
modszer elvégzésének a megtanulasa, melyet a kutatdsok soran én is nagyon sokszor
alkalmaztam. A CFU-k készitése kapcsan atismétlésre keriil a mar korabbi 6ran begyakorlott
higitasi soroknak a készitése is. Ebben az esetben azonban nem bromfenolkék oldat vagy
szOrp hasznalataval dolgozunk, hanem a higitasi sorok baktériumkultira hasznalatdval
késziilnek el, igy a didkoknak egy tjabb lehetdségiik van a higitasi sor készitésében vald
tapasztalat szerzésére. Emellett, az 6ra masik célja a CFU modszerének a megismertetése a
diakokkal és annak kiprobalasa. A mellékletek kozott megtalalhaté a részletes oraterv (7.12)
¢és a gyakorlati 6rahoz tartozé munkalap (7.13) is, amelynek célja a diakok munkéjanak a

segitése.
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6.3.6.2. Az 6ra menete

Mivel a CFU készitése egy igen bonyolult folyamat, igy az ora a didkok kdszontése

utan a gyakorlat 1épéseinek a megbeszélésével kezdddik.

Az elso 16 1épés a higitasi sorok elkészitése, melyhez a gyakorlati lapon leirt itmutatd
¢és a mellékelt abra (35. abra) is sokat segit. A didkoknak egy hattagt higitasi sort kell
készitenilik, amelynek elsé 1épése a hat Eppendorf-csé feliratozasa. Ezt kdvetden a
diakoknak ki kell mérniiik automata pipetta segitségével 90-90 ul Lemco tapoldatot mind a
hat Eppendorf-csébe. Majd az 1-es szami Eppendorf-csében 1év6 tapoldathoz pipetta
segitségével hozza kell adniuk 10 pl baktériumkulturat, és 6ssze kell keverniiik az oldatot
(fel-le forditassal). Ez utan az 1-es szamu Eppendorf-cs6bdl a didkok kivesznek 10 pl-t,
amelyet hozzdadnak a 2-es szamu Eppendorf-csében 1év6 tapoldathoz, majd ismét
Osszekeverik az oldatot. Ezt a mechanizmust folytatjdk egészen addig, amig az utolso
Eppendorf-cséig érnek. Ekkor a diakok eldtt mar ott lesz a hattagu higitasi sor, amellyel

tovabb dolgozunk a gyakorlat masodik részében.

Baktériumkultira 10l 104l 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl

NN N NN TN
oo A B B

35. dabra
Higitasi sor készitésének menete a CFU készitésekor.

A szakkori ora masik f6 gyakorlata a CFU elkészitése (36. abra). Ennek soran a
didkok a taptalaj feliiletére minden egyes Eppendorf-cs6bdl (minden higitasbol) harom-
harom 10 pl mennyiségli cseppet helyeznek egymas mellé automata pipetta segitségével.
Mivel hat kiilonféle higitassal dolgozunk, igy a lemezen hat sorban és harom oszlopban

lesznek olyan cseppek, amelyek bizonyos mennyiségili baktériumot tartalmaznak.
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36. dbra

CFU készitésének a menete.

A lemezeket a kovetkezd gyakorlatig 28 °C-on inkubaljuk, majd az eredményeket a

gyakorlati lapon 1év6 feladatokon keresztiil értékeljik.

Ennek a gyakorlati 6rdnak tehat a f6 témaja a CFU készitése volt. Azért volt indokolt
ezt az utolsoeldtti 6ra témajanak hagyni, mert ekkorra a didkok mar megtanultak és
begyakoroltak néhany olyan technikat, amelyet ezen gyakorlat soran is hasznalniuk kell. Igy
a diakoknak sikerélménytik lehet abbol, hogy mar milyen jol tudjak hasznalni az eszk6zoket,

igy ndvelve a biologia tudomanya felé mutaté motivaciojukat.

6.3.7. A szakkor soran szerzett tudas dsszegzése

6.3.7.1. Az ora célja

Az utolso szakkori Ora a korabbi 6rakhoz hasonldan tobb szakaszbol épiil fel. Az 6ra
elsd részében az el6zd orakon tortént CFU lemezek eredményeinek a kiértékelése torténik a
munkalapon (7.13) 1év6 feladatok segitségével. Az ora ezt koveto részének f6 hangsulya az
ismétlés koré rendezddik, eldszor egy gondolattérképet készitiink arrdl, amit tanultunk a
szakkoron, majd egy jatékos kvizen keresztiil ellendrizziik, hogy ki emlékszik legjobban a
szakkori orakkal kapcsolatos dolgokra. Az utolsé szakkori oOra részletes oOraterve (7.14) és a

jatékos kviz kérdései (7.15) a mellékletek kozott talalhatdak meg.
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6.3.7.2. Az 6ra menete

Az ora els6é 20 percében tehat az el6zé gyakorlati 6ran készitett CFU lemezek
elemzése folyik. A lemezeken latottakat a didkok ez esetben parokban olvassak le, mivel ez
mar a masodik olyan alkalom, ahol CFU lemezek eredményeit kell kiértékelni. A didkoknak
az el6z6 CFU értékeléshez hasonldéan meg kell szamolniuk a baktériumok szamat egy adott
sorban, majd kovetkeztetniiik kell arra, hogy abban a baktériumkultardban, amelybdl

készitettiik a higitasi sort, vajon mennyi baktérium volt.

Az utols6 drank tovabbi részében a tudas dsszegzésén €s ellendrzésén van a hangsuly.
El6szor egy online gondolattérképet (37. abra) készitiink a Jamboard online weboldal
segitségével (a diakok a gondolattérképeket lapon is elkészithetik, ha az online alkalmazas
hasznalata nem megoldhat6). A didkok csoportmunka keretein beliil dolgoznak. Minden
csoport egy adott szakkori 6rdnak a témajat dolgozza fel ugy, hogy a kisérlethez kapcsolodo
fogalmakat soroljak fel. Az informacidk Osszegyljtése utan az altaluk készitett

gondolattérképet be kell mutatniuk a tarsaiknak.

Eszkézok:
baktériumok Eﬂlnmdy.r -lombik,

1. Elméleti - 3. Taptalajok készitése, lemezek ontése]
rezistoncia —— 2. Laboratériumi A kt)drnyezettijr)rpen élc’)i;lbaktérilumok
szabalyok, eszk6zok és emonsiraasa,,a Xazmosas

higitasi sor készitése Ll

M »
médjai )
Biolbégia szakkor

LY T7 fahéj
\ iuoolzjqj Sk
higftasi
Eppendorf-csd sor
szegél,
H Illt::E] 4. B.alfté‘riumok szélesztése. Az

6. CFU antibiotikumok, a természetes
készitése 5 Telepmorfologlal antimikrobidlis vegytiletek, és
njuzimolhl -y £oe M
megﬂgyelesek nehézfémek baktériumokra valo
baktériumkultara gysmbér hatasa
mikroliteres falulet %
nagysagrend oldat

37. abra
Egy dltalam készitett gondolattérkép az egyes gyakorlati orakhoz kapcsolodo legfontosabb fogalmakkal.

A tudas ellendrzése egy Kahoot kvizen (7.15) keresztiil torténik. Ennek soran a
didkoknak tiz egyszerli vagy tobbszords valasztas jellegli kérdésre kell valaszolniuk minél
gyorsabban. A rendszer a helyes valaszok és a gyorsasag szerint rangsorolja a diakokat, igy
sok esetben az a dontd, hogy ki milyen gyorsan valaszol. A csoport jellegétdl fliggden a

Kahoot kviz jatszhato egyéni vagy paros munka keretein beliil.
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Osszességében tigy gondolom, hogy ezeken a rendszerezé, ismétld és tudast ismétld
feladatokon, jatékokon keresztiil sikeriil a didkokkal élményszerii formaban atismételni a
szakkori orakon elhangzottakat, igy motivalva dket egy jovObeli bioldgia szakkoron valod

részvételre is.

6.4. A szakkor értékelése, kitekintés a jovébe

A szakdolgozati tétmamhoz kapcsolodo szakkor tervezésekor a f6 célom az volt, hogy
a kérdoiv soran gytijtott informaciokra alapozva egy valoban hatékony szakkort tervezzek.
A didkok tudasanak kibdvitése mellett az volt a célom, hogy szamos olyan érdekes és
tanulsagos kisérletet végezzenek el a tanulok, amelyek az élményszerti oktatds vonalat
erositik. A didkoknak a gyakorlati 6rakon keresztiil igy lehetdségiik van jobban megismerni
a szamunkra szabad szemmel nem lathato, azonban oriasi jelentdségii baktériumokat. Ugy
gondolom, hogy azzal, hogy a kisérleteket maguk végzik el és lehetdségiik van a laborban
végzett munkak kiprobalasara, er6sodik benniik a bioldgia szeretete és az érdeklddésiik a
tantargy irant. Emellett, a biologia tudomanya iranti elkotelezddésiik is novekedhet, igy
eldsegitve azt, hogy olyan hivatast valasszanak maguknak a jovében, ahol a biologia

tudasukat is hasznalniuk kell.

A hosszu tanitasi gyakorlaton szerzett tanitasi tapasztalataim és a kérddivben adott
valaszok alapjan is azt mondhatom, hogy a diakok 6rommel vesznek részt gyakorlati 6rakon.
A tanév soran a jelenléti oktatas keretein beliil volt lehetdségem 6t ndvényszervezettanhoz
kapcsolodo gyakorlati orat tartani tizedikes, nem biologia tagozaton tanulo, de a
természettudomanyok irant érdekl6dd didkoknak. A didkok tobbségén azt vettem észre,
hogy nagyon ¢élvezték, hogy 6k maguk végeznek el kisérleteket és izgalommal toltdtte el
Oket a varakozéds, hogy vajon mit fognak latni a mikroszkdpban, vagy éppen milyen
eredményeket kapnak a kisérletek soran. A gyakorlati évem soran szerzett tapasztalataim
miatt dontdttem gy, hogy a szakdolgozatomhoz kapcsolddéan mindenképpen egy olyan
szakkor tervezetet szeretnék késziteni, amely sok-sok valtozatos és érdekes gyakorlati 6rabol
épiil fel. A pandémia miatt a szakkori terveimet sajnos nem sikeriilt kiprébalnom
osztalytermi keretek kozott. Azonban bizom abban, hogy tanari hivatdsom sordn a jovében
lesz lehet6ségem egy ehhez hasonld tematikaju szakkort tartani gimnaziumi didkok részére,

ahol még inkabb motivalhatom Oket a tantargy érdekességeinek bemutatasan keresztiil.
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7. MELLEKLETEK

7.1. A diakok eldzetes tudasanak a felmérésére készitett kérdoiv &

Altalinos kérdések:

1. Hanyadik évfolyamra jarsz?
a. 9. ¢évfolyam
b. 10. évfolyam

2. Milyen tipust osztalyba jarsz?
a. tarsadalomtudomanyi tagozat (,,a” osztély)
b. természettudomanyi tagozat (,,b” osztaly)
c. altalanos tantervii osztaly (,,d” osztaly)

3. Elorelathatolag tervezel-e bioldgiabol érettségizni, sziikséged lesz-e a bioldgiara a
tovabbtanulashoz (pl. orvosi egyetem, gydgyszerész szak stb.)?
a. igen
b. nem
c. nem tudom

4. Ha lenne rd lehetdséged, akkor részt vennél-e az adott témakort feldolgozo
szakkoron?
a. igen
b. nem
c. talan

Baktériumok

5. Korabbi tudasod alapjan az aldbbi betegségek koziil melyeket okozzak baktériumok?
a. baranyhimld

kanyar6

kolera

tuberkulo6zis

mumpsz

lepra

ebola

pestis

szamarkohogés

influenza

o S@e@ e a0 T

6. Ird le roviden sajat szavaiddal, hogy mik a kiilonbségek a baktériumok és a virusok
kozott!

7. Mit gondolsz, a szappanos vagy a fert6tlenitdszeres kézmosas hatékonyabb a
baktériumok ellen?
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a. szappanos kézmosas
b. fert6tlenitészeres kézmosas
C. ugyanolyan hatékonyak

Antibiotikumok:

8. Mikor szedtél utoljara antibiotikumot?
a. azutobbi egy hdnapban

az utobbi hat hénapban

az utobbi egy évben

régebben, mint egy éve

soha

nem emlékszem

o oo0o

9. Milyen antibiotikumokat (antibiotikum hatéanyagokat) ismersz?

10. Milyen természetes antimikrobialis (baktérium ellenes) vegyiileteket, anyagokat (pl.
teafaolaj) ismersz?

11. Déntsd el, hogy szerinted az alabbi allitdsok igazak vagy hamisak!

lgaz Hamis Nem tudom

Az antibiotikumok bakterialis
fertdzések kezelésére alkalmas
gyogyszerek.

Az antibiotikumok képesek
elpusztitani a virusokat.
Az antibiotikumoknak nincs
hatasuk az ember sajat
baktérium flordjara.

Az antibiotikumok szedése
abbahagyhato, amint jobban
érzed magadat.

Az antibiotikumok szedése
mellett probiotikumokat is
érdemes szedni.

Antibiotikum rezisztencia

12. Fogalmazd meg sajat szavaiddal, hogy mit jelent az antibiotikum rezisztencia!

13. Mennyire értesz egyet a kdvetkezd allitasokkal?

Teljes Egyetértek Nem Egyaltalan
mértékben értek nem értek
egyetértek egyet egyet

Az orvosnak csak akkor
kellene antibiotikumot
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felirnia, amikor az tényleg
indokolt.

Az embereknek mindig be
kellene szedniiik az eloirt
ddzisu antibiotikumot.
Antibiotikum rezisztencia
kialakulasat segitheti, ha
valaki id6 el6tt abbahagyja
az antibiotikum szedését.
Antibiotikum rezisztencia
kialakulasat segitheti a tal
sok antibiotikum hasznalata.
Ha helyesen szedem az
antibiotikumokat, akkor nem
fenyeget a rezisztens
baktériumokkal vald
megfert6zddés veszélye.
Vannak olyan baktériumok,
amelyek szamos
antibiotikumra nézve
rezisztensek.

A gyogyszercégeknek 1j
antibiotikumokat kellene
kifejleszteniiik a rezisztencia
megakadélyozasa érdekében.
Minden embernek
felelosséget kellene vallalnia
az antibiotikum rezisztencia
megallitadsaban.

A tuberkulozis betegség

14. Hallottal-e mar a tuberkul6zis (TBC) betegségérdl?
a. igen
b. nem

A kovetkez6 kérdésekre csak akkor valaszolj, ha az el6z6 kérdésre igennel valaszoltal,
tehat mar hallottal a betegségrol.

15. Mit gondolsz, vildgszerte évente hany embert érint a tuberkuldzissal vald
megfert6zédés?
a. kb. 100 ezer
b. kb. 1 millio
c. kb. 10 milli6
d. kb. 100 millio

16. Hallottal-e arrol, hogy a fejlett orszdgok hogyan védekeznek a tuberkulozis ellen?
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7.2. Az elso szakkori ora oraterve

1dé

Az O0ra menete

Médszer

Munkaforma

Anyagok,
eszkozok

Megjegyzések

4

Koszontés,
célkitizések

megbeszélés

Az oOra els6 mozzanata a
didkok kOszontése a
szakkoron.

A szakkoér célja: a
baktériumokkal,
antibiotikumokkal,
rezisztenciaval és a
tuberkul6zissal
kapcsolatos korabbi
tudas bovitése kiilonféle
gyakorlati orakon
keresztiil.

Az ora célja: az elméleti
tudas megszerzése.
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Mi jut eszedbe a
baktériumokrol?

brainstorming
(korabbi
tudas
felidézése)

paros munka

szamitogép,
projektor,
Mentimeter
szofelh6
készito
weboldal

A didkok parokban
Osszegyljtenek  olyan
kifejezéseket, amelyek a
baktériumokkal
kapcsolatosan esziikbe
jutnak. Az Osszegyljtott
szavak weboldalra
torténd beirasa utan a
szavak megjelennek a
kivetiton, igy mindenki
latni fogja az
0sszegyUjtott
kifejezéseket.

10°

A baktériumok

megbesz¢Elés,
kérdve
kifejtés

frontalis,
tanari
magyarazat

szamitogép,
ppt (7.3)

Az oOra ezen r1észén
atismételjiik a
baktériumok fobb
jellemzoit:
> a
alakja;
> a f6bb sejtalkotok;
> a baktériumok
¢életmodjanak
sokfélesége;
> a baktériumok
esetében  jellemz6
szaporodasi formak.

baktériumok

10°

Antibiotikumok

megbesz¢Elés,
kérdve
kifejtés

frontalis,
tanari
magyarazat

szamitogép,

ppt (7.3)

Az antibiotikumokat a
kovetkezd szempontok
alapjan vizsgaljuk meg:
» antibiotikum
fogalma:
mikroorganizmusok
altal vagy
szintetikusan
eléallitott
vegyiiletek, amelyek

86




korlatozzak a

baktériumok
novekedését, vagy
megolik azokat;

> az antibiotikum
felfedezése (A.
Fleming);

» az antibiotikumok
csoportositasa;

» az antibiotikumok
hatasmechanizmusa,
példakkal
szemléltetve;

> a baktérium és virus
kozotti kiilonbségek,
antibiotikum
hasznalata.

10°

Antibiotikum
rezisztencia

megbesz¢Elés,
kérdve
kifejtés

frontalis,
tanari
magyarazat

szamitogép,
ppt (7.3)

A kovetkez6
szempontokat  vessziik
figyelembe:

» antibiotikum
rezisztencia
lehetséges modjai (a
teljesség igénye
nélkiil);

> az antibiotikum
rezisztencia, mint
probléma;

> az antibiotikum
rezisztencia okai.

8’

Az antibiotikum
rezisztencia
problémajanak
lehetséges
megoldasai

csoportos,
majd kozos
megbeszélés

kooperativ
csoportmunka

A didkok csoportokban
oOtleteket gylijtenek
ahhoz, hogy hogyan
lehetne megoldani ezt a
problémat.

8’

Tuberkulozis

megbesz¢€lés,
kérdve
kifejtés

frontalis,
tanari
magyarazat

szamitogép,

ppt (7.3)

Az ora utols6 részében
fontos kitérni a nagy
mértékben  rezisztens
baktériumokra, igy
példaul a tuberkuldzisra.
A kovetkezo
szempontok  keriilnek
figyelembe:

» mi ez a betegség, hol
jellemz6, mik a fé6bb
tiinetek;

> a tuberkulozis
kezelési folyamata.

2’

Az ora
tartalmanak az
0sszegzese

kozos
megbesz¢lés

frontalis
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7.3. Az elsé gyakorlati 6ra powerpoint bemutatdja

Baktériumok,
antibiotikumok,
antibiotikum rezisztencia és
a tuberkulozis

Félegyhazi Cintia

A kép forrésa:

A kép forrasa: https://wwuw.cellenion.com/applications/single-

microorganisms-isolation/bacteria/

A baktériumok f6bb jellemz6i
Az antibiotikumok

Az antibiotikum rezisztencia
A tuberkuldzis

A prezentacio

f6bb pontjai

P wnN e

A baktériumok jellemzdi - a2

-
. Mycobacterium  Clostridium tetani Leptospira
Staphylococ: tuberculosis
Spheres Rods Spirals
(Cocci) (Bacill) (spirochetes)
* Gomb (coccus); A kép forrésa: https://www.msdmanuals.com/en-nz/home/infections/bacterial-
* Pélcika (bacillus); infections-overview/overview-of-bacteria
* Csavar (spirillum, vibrio).
-
* Sejtplazma (citoplazma); ()
* Nincs sejtmagijuk, az 6rékitéanyag a sejtplazmaban talalhato; ‘
s ‘e ot . REFRER D
* Sejthdrtya és sejtfal (és tok); ) N

* Aktiv mozgdst segit6 fiiggelékek is megjelenhetnek > ostor, csillék.

Akép forrésa:
oSty https://ttko.hu/kbf
phpid=4&c=biol%C3%B3gia
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A baktériumok jellemzgi

A baktériumok életmaddja

rendkivil sokrétd:

* Autotréfok = fotoautotréfok,
kemoautotréfok.

* Heterotréfok > parazitak,
szimbiontdk, szaprofitak.

 lvaros = dtmeneti egyesiilés
(konjugdcid).
e Ivartalan - kettéosztddés (hasadas).

Recipient

New donor

A képek forrasa:
https://hu.weblogographi
c.com/difference-
between-binary-fission-
and-conjugation-1741

Antibiotikumok

Mikroorganizmusok
szintetikusan
amel
ndve

altal vagy
elGdllitott  vegylletek,
KEk' korlatozzak a baktériumok
edését, vagy megolik azokat.

Felfedez6je:  Alexander

Fleming
penicillin.

Az antibiotikumok csoportositasa:
« Sz(ik és széles spektrumu antibiotikumok;

* Bakteriosztatikus és baktericid haﬁﬂ_
—

antibiotikumok..
O
izmus - sokféle médo
uka

)

-

com/4250235/penicillin-1942-history/

A kép forrésa: https://ti

Nukleinsavszinézis

Folsav szintézis alegységen kereszrtl
gitlisa
ra

e

Baktériumok vs. virusok

¢ Az antibiotikumok a virusokkal
szemben hatdstalanok.

Baktériumok altal okozott betegségek

kolera, tuberkulézis, lepra, pestis,
szamarkohogeés, 1épfene,
szalmonellézis, tetanusz

Antibiotikum?

Bacteria VS Virus

‘ S Hepatitis B Eoolo Vi
ARy ¢ #
\)Jg 0] \? XA .z. * %
A=
25 = Adenovius  Influenza  Bacleriophage
A kép forrasa:

https://microbenotes.com/diff
erences-between-bacteria-and-

Virusok altal okozott betegségek
virus/

baranyhimlé, ebola, influenza,
kanyard, mumpsz, AIDS, fekete
himl8, HPV

Antibiotikum?
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Akép forrasa:
https://coastalpedscare.com/blog/f/c
ombating-antibiotic-resistance

Antibiotikum rezisztencia

Az utébbi évszazadban nagy

problémat okoz az, hogy egyre

tobb baktérium rezisztens az
antibiotikumokra.

i o)

Az antibiotikum rezisztencia

lehetséges mechanizmusai:

¢ Antibiotikum felvételének
akaddlyozasa;

* Antibiotikum  eltavolitasa a

sejtbél;
* A sejtbe kerilt antibiotikum =
lebontasa;
e Az antibiotikum
tdmaddspontjdnak a
mddositasa.
kialakuldsa (Tetraciklin) | Clprofioxacin) Sajat bra

A GROWING
Miért probléma az CRISIS WORLDWIDE

antibiotikum rezisztencia?

In the EUROPEAN UNION,
antibiotic resistance
causes 25,000 deaths

* A kezelések
sikertelenségéhez
vezethet.

* Szamos betegség

kezelhetetlenné valhat.
. L. In THAILAND,
* A rezisztens baktériumok antibiotic resistance

, Sy causes 38,000+ deaths
szamos ember halalat
okozzak vildgszerte.

In the UNITED STATES,
antibiotic resistance

causes 23,000+ deaths
Akép forrésa:
https://www.cds ics/antibio
tic-resistance/antibiotic_resistance_global_threat.htm

Mik az antibiotikum rezisztencia
kialakuldsanak elGésegit6i?

Talzott mérték( antibiotikum hasznalat

elGirttdl eltérs szedése (pl. az antibiotikum terapia
kordbbi befejezése)

A mezégazdasagban vald tulzott antibiotikum hasznalat

Fert6zések veszélye a kdrhazakban

Nem megfelel6 higiéniai koriilmények

AntibloticResistance &7 Organization

A kép forrésa: https://www.euro.who.int/en/health-topics/disease- -
resistance, d ge/il i ic-causes-of-antibiotic-resistance




Hogyan lehetne megoldani az
antibiotikum rezisztencia problémajat?

Mit tehetlink mi, emberek? — _
javasolja.

ANTIBIOTIC RESISTANGE (=2
WHAT YOU CAN DO s/

Antibiotic resistance happens when bacteria change and become resistant
to the antibiotics used to treat the infections they cause.

@ Only use antibiotics when prescribed
by a certified health professional

© Always take the full prescription,
even f you feel better

© Never use left over antibiotics

© Never share antibiotics with others

@ Prevent infections by requiarly
washing your hands, avoiding contact
‘with sick people and keeping your
vaccinations up to date

AntibioticResistance

topics/di

Mindig az elGirt menny ntibiotikumot
hagyjuk abba a szedést, ha mar jobban érezzu

Sose hasznaljunk ,maradék” antibiotikumot.

Sose hasznaljunk antibiotikumot valaki massal kozosen.

A kép forrasa: https://www.euro.who.int/en/health-

resistance,

nd-behaviour-

changef/i

hat-you-can-do

A tuberkuldzis

A tuberkuldzis a Mycobacterium
tuberculosis &ltal okozott fert6z6
betegség.

* Globalisan évente kb. 10 milliéan
betegszenek meg = ebbdl 1,5 millid
ember haldlat okozza.

F6bb tlinetek: 3z, faradtsag,
étvagytalansag, éjjeli izzadas.

Kezelése:
* Antituberkulotikumokkal kezelik.
* A terdpia hat honapig tart:
* 1.-2. hénap = ripampicin, isoniazid,
pirazinamid és ethambutol
* 3.-6. hénap = rifampicin és isoniazid.

TUBERCULOSIS

Oreplers o covgh o smene
by miscaed pason

Akép forrsa:
https://microbiology84.wordpre
ss.com/2019/03/11/tuberculosis
-is-it-a-death-sentence/

gd <
e st 3
k*" > I

A kép forrésa:
https://www.health.h
arvard.edu/a_to_z/tu

berculosis-a-to-z
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7.4. A masodik szakkori ora oraterve

1dé

Az ora
menete

Médszer

Munkaforma

Anyagok,
eszkozok

Megjegyzések

27

A didkok
koszontése, a
gyakorlat
témajanak az
elmondasa

frontalis

Az ora céljai:

> a laboratoriumi
szabalyok
atismétlése;

> az eszkdzok
megismerése,
hasznalatuk
felelevenitése;

» higitasi sor
készitése.

5’

A
laboratoriumi
szabalyok
atismétlése

tanari
magyarazat,

kozos
megbesz¢lés

frontalis

A fobb laboratoriumi

szabalyok a kovetkezok:

» csak a
munkalapokon
szerepld feladatokat
szabad  elvégezni,
tanari feliigyelet
mellett (egyediil
dolgozni a laborban
tilos);

> a laboratériumba
ételt, 1italt bevinni
tilos;

» a  laboratoriumbol
vegyszert  Kkivinni
tilos;

»a taskat és a
ruhadarabokat a
teremben egy helyen
kell lerakni;

» barmilyen probléma
esetén a tanarhoz
kell ~ fordulni  (pl.
vegyszer borre
keriilése, eszko6z
eltérése esetén);

» a didkok magatartasa
legyen kelléen
fegyelmezett;

> a kisérletek
elvégzése  kozben
laborkdpeny viselése
ajanlott;

» a gyakorlati orakon
kisérletek  végzése
kozben egyszer
hasznalatos
gumikesztyl
viselése kdtelezo.
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A didkok  eldzetes
tudasara alapozva
megbeszéljiik, hogy
milyen eszkozok

talalhatok a laborban,
kiemelt tekintettel a
gyakorlatok soran
hasznalt eszkozokre. A

bemutatott  eszk6zok:
A « e yqe 7
. digitadlis  labormérleg,
laboratériumi e , B
o . laboratériumi | kémcso,
, eszkozok, e ir frontalis, - \ I
8 szemléltetés - eszkozok, kémesdallvany,
automata k6z6s munka . wp
inetta munkalap (7.5) | kémcs6fogo,
Pip , méréhenger,
hasznélata .
Erlenmeyer-lombik,
Bunsen-égo,
spriccflakon,
vegyszeres kanalak,
szélesztObot,  pipetta,
automata pipetta.
A tanar megmutatja az
automata pipetta
hasznélatét.
A i e tanarrl . A tanar elmagy;_arazza az
- o magyarazat, frontalis, , adott gyakorlati feladat,
5 készitésének e - tabla AP
kozos k6z6s munka a higitasi sorok
folyamata - B e ot :
megbeszélés készitésének menetét.
brémfenolkék
festék, szorp,
laboratériumi | A didkok  parokat
Eszk6zok eszkozok: alkotnak  és  tanari
3 ossze§zedese, ) péros munka ’ kerzlrcso,’ segltseg’gc?l’o:sszegyu]tlk
parok kémcsdallvany, | a higitasi sorok
alkotasa spriccflakon | készitéséhez sziikséges
(viz), automata | anyagokat, eszkdzoket.
pipetta,
pipettahegyek.
A didkok parban kétféle
higitasi sort készitenek;
az egyikhez
. . bromfenolkék festéket,
a korabban is - o
, a masikhoz  szOrpot
emlitett , g
B RF B . . hasznalnak. A kisérlet
A higitasi kisérletezés, anyagok és L . g
) : . . . | menetét és a kisérlethez
32 sorok munkalap | paros munka | laboratoriumi VATt I
. s e kapcsolodo kérdéseket a
elkészitése kitoltése eszkozok, .
! gyakorlati munkalapon
gyakorlati (1: 2 z
munkalap (7.5) talaljak meg. A tanar
' feladata a  tanulok
segitése, az esetleges
kérdések
megvalaszolasa.
Az 6ra utols6 mozzanata
5 A kisérlet ko6z06s frontalis, i a kisérlet koz06s
megbeszélése | megbeszélés | kdzos munka megbeszélése, a

tapasztaltak Osszegzése.
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7.5. A masodik szakkori orahoz tartozo gyakorlati munkalap

Gyakorlati munkalap
A laboratoriumi szabalyok, laboreszkozok és higitasi sor készitése
1. Laboratoriumi eszkozok

1. Nevezd meg a képeken lathat6 laboreszkozoket!

11. Higitasi sor készitése

Sziikséges anvagok, eszkozok:

Bromfenolkék oldat, szorp, méréhenger, kémcsd (10 db), kémcsdallvany, vizzel toltott

spriccflakon, automata pipetta, pipettahegyek.

A Kkisérlet menete:

a) Higitasi sor készitése bromfenolkék haszndlataval

1. Lasd el felirattal a kémcsoveket (szamozas) és helyezd a mar feliratozott
kémcsoveket a kémcsdallvanyba.

2. Meérj ki méréhenger segitségével 5 ml bromfenolkék oldatot, majd ezt ontsd az 1-es
szamu kémcsobe.

3. A tobbi (2.-5.) kémcsé mindegyikébe mérj ki 4-4- ml vizet.
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4. Eztkdvetden az 1. kémcsdbol pipetta segitségével mérj 4t 1 ml bromfenolkék oldatot
a 4 ml vizet tartalmazo 2-es szamu kémcsobe. Jol keverd Ossze.

5. Ha 6sszekeverted, akkor a 2. kémcsébdl pipetta segitségével mérj at 1 ml oldatot a
3. kémcsobe, majd ismét keverd Ossze az oldatot.

6. Az el6z6 pontban leirt mechanizmust folytasd addig, amig az utolsé kémcsdig érsz.

NSNSV Y

Bromfenolkék oldat
u u ﬂ J ‘

5 ml brémfenolkék 4 ml viz 4 ml viz 4ml viz 4 ml viz
oldat

b) Higitasi sor készitése szorp hasznalataval

1. Lasd el felirattal a kémcsoveket (szamozas) ¢és helyezd a mar feliratozott
kémcsoveket a kémcesdallvanyba.

2. Meérj ki méréhenger segitségével 8 ml szorpdt, majd ezt ontsd az 1-eS szamu
kémcsdbe.

3. A tobbi (2.-5.) kémcs6 mindegyikébe mérj ki 4-4- ml vizet.

4. Ezt kovetden az 1. kémcsobol pipetta segitségével mérj at 4 ml szorpot a 4 ml vizet
tartalmazo 2-es szamu kémcesdbe. Jol keverd Ossze.

5. Ha osszekeverted, akkor a 2. kémcs6bol pipetta segitségével mérj at 4 ml oldatot a
3. kémcsdbe, majd ismét keverd dssze az oldatot.

6. Az el6z6 pontban leirt mechanizmust folytasd addig, amig az utolsé kémcsoig érsz.

NGNS

111

8 ml szérp 4 ml viz 4 ml viz 4 ml viz 4 ml viz
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Feladatok:

1. Az alabbi tablazat a kisérlet soran hasznalt anyagok (brémfenolkék oldat, szorp,
desztillalt viz) mennyiségét tartalmazza. Egészitsd ki a tablazat hianyzo részeit a

megfeleld mennyiségek beirdsaval!

1. higitasi sor (bromfenolkék) 2. higitasi sor (szorp)

Kémcsovek 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

sorszama

Bromfenolkék - - - - -

oldat (ml)

Szorp (ml) - - - - -

(Desztillalt)

viz (ml)

2. Hényszoros higitas tortént az egyes higitasi sorok készitése soran?

a) Higitas mértéke az 1. esetben (bromfenolkék):

b) Higitas mértéke a 2. esetben (szorp):
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7.6. A harmadik szakkori ora oraterve

Id6 | Az ora menete Modszer | Munkaforma Anya}g(zk, Megjegyzések
eszkozok
Az 6ra céljai:
> a taptalajok
készitésének a
megismerese;
> a lemezek
A didkok ontésének a
koszontése, a technikdjanak a
2’ gyakorlat - frontalis - megtanulasa;
témajanak az > a
elmondésa kornyezetiinkben
¢l6  baktériumok
demonstralasa;
» a kézmosas ¢és
kézfertétlenités
fontossaganak a
vizsgalata.
A harmadik szakkori
6ran a  felsorolt
harom kiilonféle
gyakorlattal fogunk
foglalkozni,
Elméleti rész — tanari amelynek modjat
6’ té’p ta} a’j ok magyar"z’l zat, frontalis = beS,,Zé!jﬁk meg
készitése, ko6z06s elsOként.
lemezek ontése | megbeszélés Fontos felhivni a
figyelmet a
balesetveszélyre  —
meleg  tapoldatok,
ongyujto hasznalata,
alkohol.
gyakorlati
munkalap
(7.7), tapoldat
készitéséhez | A didkok harom fOs
szlikséges csoportokban
anyagok elkészitik a tdpoldatot
(Lemco por, |a gyakorlati
natrium-klorid, | munkalapon talalhato
Lemco agar csoportmunka | Bacto Pepton, | informaciok
10° tapoldat kisérletezés (3-4 f6s Bacto Agar, | felhasznalasaval.
készitése csoportok) desztillalt viz), | A tanar feladata a
laboratériumi | didkok segitése a
eszk6zok tapoldatok készitése
(digitalis kdzben, és az
labormérleg, | esetleges kérdésekre
f6z6pohar, valo valaszadas.
vegyszeres
kanalak,
folyadékiiveg)

97




A didkok paronként

kapnak egy-eqy
megmelegitett,
hasznalatra kész
. Lemco agar
%’jﬁg:gﬂ tapoldatot. A
Ala 1 feladatuk paronként
(7.7), taptalaj X o
. 10 taptalaj ontése.
ontéséhez
. A gyertya/Bunsen-
sziikséges - .
' anyagok (steril ég6 melletti munka
18’ Agar lemez Kisérletezés egyéni munka Lemco agar lehetévé teszi azt,
taptalaj 6ntése / paros munka ; g hogy a lemezek ne
tapoldat), o s
, . . | fertézddjenek be,
laboratdoriumi P
o mert a felfelé torténd
eszkOzOk | oo sramlas  steril
(lemezek, 5 o
ertya / kornyezetet biztosit.
Bt?ryllsen—é 8) A tanar feladata a
& taptalajok ontése
kozbeni kérdések
megvalaszolasa ¢és a
diakok segitése a
munka soran.
A didkok feladata egy
gyakorlati altaluk valasztott
helyrél (pl. telefon,
munkalap s . ;
A (7.7), lemez kilincs) a mintavevo
, | kornyezetiinkben | ., , . -~ - .| palca (vagy csipesz
10 | 7. gy kisérletezés | egyéni munka | agar taptalaj, | fo
€16 baktériumok . . €s vatta) segitségével
1z mintavevo . .
demonstralasa dlca (csipesz mintat venni. Ezt
p &s Vattf) kovetéen a mintat a
diakok szétkenik a
taptalajon.
A diakok feladata az,
hogy a kovetkezd
gyakorlati feladat elvégzése
A kéZmosas s munkalap utan helyezzék
10’ | kézfertbtlenités | kisérletezés | egyéni munka (7.7),’Iemeg UJJUKat?Iemez egy!k
fontosséea agar taptalaj, | harmadara, majd
& Szappan, ugyanezt tegyék meg
kézfertdtlenitd | szappanos kézmosas
és kézfert6tlenito
haszndlata utan is.
Az ora utolso
mozzanata a kisérlet
kozos megbeszélése,
, A kisérletek k6z0os frontalis, ? : EpEEARIE
4 14 1 - - Osszegzése. Az
megbeszélése | megbeszélés | kdzos munka .
eredmények
értékelése az o6todik
szakkori oran
torténik.
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7.7. A harmadik szakkori orahoz tartozo gyakorlati munkalap

Gyakorlati munkalap

Taptalaj és tapoldat készitése, lemez agar taptalaj ontése. A kornyezetiinkben ¢lo

baktériumok demonstralasa, a kézmosas hatékonysaganak megismerése.
L. Taptalaj és tapoldat készitése

Sziikséges anyagok, eszkozok:

Lemco por, natrium-klorid, Bacto Pepton, Bacto Agar, desztillalt viz, digitalis labormérleg,

fozépohar, vegyszeres kanalak, folyadékiiveg.

A gyakorlat menete:

1. A taptalaj készitéséhez digitalis labormérleg segitségével mérd ki az aldbbi
tablazatban lathato szilard anyagokat egy-egy f6zOpoharban. A kiilonb6z6

vegyszerek kiméréséhez mindig 1j, tiszta vegyszeres kanalat hasznalj!

Lemco agar
Lemco por 1,25¢g
Natrium-klorid (NaCl) 1,25¢
Bacto Pepton 2,5¢
Bacto Agar 3,759
Desztillalt viz 200 ml

2. Az anyagok kimérése utan a szilard anyagokat ontsd bele egy folyadékiivegbe, majd
add hozza a desztillalt vizet.

3. A folyadék hozzaadasa utan a folyadékiivegre csavard ra a kupakod, majd jol razd
Ossze az oldatot.

4. Végiil, a folyadékiivegre ragassz cimkét, amelyre ird ra a nevedet (a neveiteket). Ez
utdn a folyadékiiveget add oda a tanarodnak. (Ha van ra lehetdség, akkor a tanarod

autoklavozassal fogja sterilizalni a tdpoldatokat.)
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11. Lemez agar taptalaj ontése

Sziikséges anyagok, eszkozok:

Steril Lemco agar tapoldat, lemezek, gyertya/Bunsen-¢égo (a felfelé torténd légaramlas steril

kornyezetet biztosit a taptalajok ontésekor)

A gyakorlat menete:

1.

Gyujtsd meg a gyertyat magad mellett. / Gyujtsd meg a Bunsen-égdt magad mellett
(ha nem hasznaltad korabban ezt az eszkozt, akkor ehhez kérj segitséget a
tanarodtol).

Az igy létrehozott (viszonylag) steril koriilmények kozott csavard le a mar
megmelegitett és steril Lemco agar tapoldat kupakjat, majd a lemezek fedelét
leemelve Onts ki kb. 15 ml-t a lemezre (ez a mennyiség pont elfedi a lemez aljat).
Helyezd vissza a lemez fedelét és vard meg, amig megszarad a taptalaj.

A leirt mechanizmus alapjan onts 5 lemezre tapoldatot. (igy paronként sszesen 10
lemezetek lesz.)

Vard meg, amig megszaradnak, majd a lemezekre ird fel a monogramodat.

B2 Bunsen-ég6 /
= 2 ) gyertya
= Ures lemez

Melegitett

Lemco agar

taptalaj

I11. A kérnyezetiinkben élé baktériumok demonstraldsa.

Sziikséges anyagok, eszk6zok:

Lemez agar taptalaj (didkonként 1 db), mintavevd palca (csipesz és vatta).

A kisérlet menete:

1. A mintavevd palca segitségével vegyél mintat egy altalad vélasztott feliiletrdl (pl.

telefon képernydje, cipd talpa, kilincs).

2. A mintat kend szét a taptalajon, majd fedd le a lemezt.

3. A lemezeket 28 °C-on inkubaljuk.
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Feladatok (az eredménvek értékelésekor):

1. Rajzold le, amit a lemezen latsz!

2. A latottak alapjan mit gondolsz, mennyire szennyezett az adott feliilet? Miért?

1V. A kézmosas hatékonysdagdanak megismerése.

Sziikséges anyagok, eszk6zok:

Lemez agar taptalaj (didkonként 1 db), szappan, kézfertdtlenito.

A kisérlet menete:

1. Alemeztegy filmtoll segitségével oszd harom részre €s a részeket 1asd el a kovetkezd
feliratokkal:
a. kézmosas eldtt
b. szappanos kézmosas utan

C. kézfert6tlenitd hasznalata utan
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2. Ezt kdvetden a hiivelykujjadat helyezd ra a lemez ,,kézmosas el6tt” részére.

3. Moss kezet szappannal, majd helyezd a hiivelykujjadat a lemez ,,szappanos kézmosas
utan’ részére.

4. Hasznalj kézfertitlenitdt, majd helyezd a hiivelykujjadat a lemez ,kézfertétlenitd
hasznalata utan” részére.

5. Végiil fedd le a lemezt.

6. A lemezeket 28 °C-on inkubaljuk.

Feladatok (a kisérlet elvégzésekor):

1. Mit gondolsz, melyik esetben lesz a legkevesebb baktérium a taptalajon?
a. kézmosas elott
b. szappanos kézmosas utan

c. kézfertbtlenitdé hasznalata utan

Feladatok (az eredmények értékelésekor):

1. Rajzold le, amit a lemezen latsz!

2. A lemezen lathato eredmények megfelelnek-e a varakozasaidnak?

3. Mit gondolsz, milyen hatranya lehet annak, ami az egyik esetben megfigyelhet6?

(kevés szamu baktérium/nincs baktérium)
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7.8. A negyedik szakkori ora oraterve

1dé

Az Ora menete

Moédszer

Munkaforma

Anyagok,
eszkozok

Megjegyzések

2’

A didkok
koszontése, a
gyakorlat
témajanak az
elmondasa

frontalis

Az ora céljai:

> az
gyakorlati
értékelése;

> a  baktériumok
szélesztési
technikajanak a
megismerése;

» kilonféle
antibiotikumok,
természetes
antimikrobialis
vegyiiletek és
nehézfémek
baktériumokra
vald hatasanak a
vizsgalata.

el6z6
ora

67

Az orai
gyakorlatok
menetének

megbeszélése

tanari
magyarazat,

kozos
megbeszélés

frontalis

Ko6zosen
megbeszéljiik a
gyakorlatok menetét.

20°

Baktériumok
szélesztése
szélesztébot
segitségével

kisérletezés

egyéni munka
/ paros munka

gyakorlati
munkalap (7.9),
anyagok (lemez
agar taptalaj,
baktérium
szuszpenzio,
alkohol),
laboratoriumi
eszkozok
(pipetta,
szélesztobot,
Bunsen-
égb/ongyujto)

A didkok feladata a
baktérium
szuszpenzio
szélesztése az altaluk
el6z6 oran elkészitett
agar taptalajokra. A
diakoknak paronként
6 lemezre  kell
baktériumot
széleszteniiik.
(Ebbol kettot
inkubalunk, négyet
pedig a kovetkezo
kisérletek soran
hasznalunk fel.)

A tanar feladata a
didkok munkajanak
segitése.  Emellett
nagyon fontos, hogy
a tanar felhivja a
figyelmet az
alkohollal és
tlizhasznalattal
kapcsolatos
tudnivalokra.

10°

Az
antibiotikumok

kisérletezés

paros munka

gyakorlati
munkalap (7.9),
szélesztett

A didkok feladata az,
hogy az  el6zb
feladatban
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baktériumokra baktériumok — | szélesztett
val6 hatasa agar lemezek (1 | baktériumokat
db), tartalmaz6 egyik
antibiotikum | lemezre
korongok (vagy | antibiotikum
antibiotikummal | korongot
atitatott helyezzenek.
szlirGpapir
darab), csipesz,
vonalzd
A diakok feladata az,
gyakorlati hogy az  el6z6
munkalap (7.9), | feladatban
szélesztett szélesztett
baktériumok — | baktériumokat
agar lemezek (2 | tartalmazo egyik
A természetes db), természetes | lemezre
.. o antimikrobialis | fokhagymakarikat,
antimikrobialis . Iy o, .
, . ‘s , . anyagok és gyombérkarikat  és
10 vegyiiletek kisérletezés | paros munka -
2. vegyiiletek egy darab
baktériumokra .
s (fokhagyma, | szegfiiszeget
valo hatasa . 1,
gyombér, helyezzenek.  Egy
szegfliszeg, masik szintén
teafa és fahéj | baktériumokat
illoolaj, csipesz, | tartalmazd lemezre
lyuk kiszirasara | pedig teafa és fahéj
alkalmas eszkdz | illdolajat kell
onteniiik.
gyakorlati A ' 4., didkok altal
munkalap (7.9) szélesztett
; 7" | baktériumokat
S5 GeArsl tartalmazo lemezre
A nehézfémek baktériumok — odi céz-syulfat
10’ | baktériumokra | kisérletezés | paros munka | agar lemezek (1 PeCiS ; .
1 , .. | oldatot és réz
val6 hatasa db), réz-szulfat L
. pénzérmét kell
oldat, réz ,
e helyeznitik, igy
pénzérmék, L
csipesz, pipetta el a
' nehézfémek hatasat.
Az ora  utolso
mozzanata a kisérlet
kozos megbeszélése,
, A kisérletek kozos frontalis, ? , tapasztaltak
2 1 1z - - Osszegzése. Az
megbeszélése | megbeszélés | kdzos munka ,
eredmények
értékelése a
kovetkezo oran
torténik.
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7.9. A negyedik 6rahoz tartozé gyakorlati munkalap

Gyakorlati munkalap

Baktériumok szélesztése szélesztobot segitségével. Az antibiotikumok, a természetes
antimikrobialis vegyiiletek és nehézfémek baktériumokra valé hatasanak a

vizsgalata.

1. Baktériumok szélesztése szélesztobot segitségével

Sziikséges anyagok. eszkozok:

Lemez agar taptalaj, baktérium szuszpenzio, pipetta, szélesztébot, Bunsen-égé/ongyu;to,
alkohol

A gyakorlat menete:

1. Azeldz6 feladat soran elkészitett lemez agar taptalajok egyikének a fedelét nyisd ki
résnyire.

2. Pipetta segitségével cseppents 0,1 ml (100 pl) baktérium szuszpenziot a taptalajra.

3. Eztkovetden csiratlanitsd a szélesztobotot — martsd alkoholba, majd tartsd a Bunsen-

¢g0 langjaba / dngyujtoval gyajtsd meg.

A szélesztébotot a lemezek fedelének a felsé oldaldhoz érintve hiitsd le.

Kend szét a baktérium szuszpenzidt a taptalaj felszinén.

A lemezek fedelét helyezd vissza.

N o g &~

A fent leirt mechanizmus alapjan szélessz baktériumot még két tovabbi taptalajon
(tehat dsszesen paronként 6 szélesztett lemezetek legyen).
8. Az elkészitett szélesztett lemezek koziil kettét a kdvetkezd gyakorlatig 28 °C-on

inkubalunk. Négy lemezzel pedig a kovetkez6 feladatok soran dolgozunk.

4 P 4
= |
-
I' Py o
\ . | 5 (s Inkubilas e ™
— — P —— [T

5

L 3

®

®

®

Pipetta segitségével Alkoholba Kend szét a A baktériumtelepek
cseppents 0,1 ml martds utan a baktérium megjelennek a
baktérium lg;%%’;im’a szuszpenziét a taptalajon.
szu’szpen.ziél a szélesztBbotot. taptalaj felszinén.
taptalajra.
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Feladatok (az eredménvek értékelésekor):

1. Rajzold le, amit a lemezen latsz!

2. Hényféle baktérium nétt ki a taptalajon?

3. Vajon miért nétt ki ennyiféle baktérium a taptalajon?

11. Az antibiotikumok baktériumokra valo hatdsa

Sziikséges anyagok, eszk6zok:

Szélesztett baktériumok — agar lemez (1 db), antibiotikum korongok (vagy antibiotikummal

atitatott szirOpapir darab), csipesz, vonalzo.

A kisérlet menete:

1. A korabbi feladat soran elkészitett, baktériumokat tartalmazo lemez also részét
filctollal oszd fel négy részre.

2. Ezutéan vélassz négy kiilonbozd antibiotikum korongot, és a roviditett betiijeliiket ird
a négy felosztott részre.

3. Helyezd el a négy féle antibiotikum korongot a baktériumokat tartalmazé taptalajon
csipesz segitségével (a képen lathaté modon).

4. Helyezd vissza a lemezek fedelét.

5. A lemezeket a kovetkezd gyakorlatig 28 °C-on inkubaljuk.
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Feladatok (a kisérlet elvégzésekor és az eredmények értékelésekor):

1. Az alabb Ilathat6 tdblazatba a kisérlet elvégzésekor ird fel, hogy milyen
antibiotikumokat hasznaltal.

2. Az eredmények értékelésekor ird le, hogy mit latsz a lemezen az adott antibiotikum
esetében.

3. Vonalz6 segitségével mérd le az antibiotikum korongok koriil 1athat6 korok (gatlasi

z6ndk) atmérdjét.

Antibiotikum Mi lathato6 a lemezen? Gatlasi zonak atméroje

el ] A I

4. Mire kovetkeztetsz a gatlasi zonak atmérdjének nagysagabol?

5. Melyik antibiotikum hatékony a baktérium ellen?

6. Van-e olyan antibiotikum, amelyikkel szemben a baktérium rezisztens?
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1I1. A természetes antimikrobidlis vegyiiletek baktériumokra valo hatdsa

Sziikséges anyvagok, eszkozok:

sz€lesztett baktériumok — agar lemezek (2 db), természetes antimikrobialis anyagok és
vegyiiletek (fokhagyma, gyombér, szegfiiszeg, teafa és fahéj illoolaj), csipesz, lyuk

kiszurasahoz alkalmas eszkoz.

A Kkisérlet menete:

1. Paronként tegyetek magatok elé két olyan agar lemezt, amelyekre korabban
baktériumokat szélesztettetek.

2. Azegyik lemez als6 részét filctollal oszd fel harom részre, a masikat pedig két részre.

3. A hérom részre osztott lemezen szélesztett baktériumokra helyezd el a mar elére
elkészitett fokhagyma €s gyombér karikat, illetve egy darab szegfiiszeget.

4. A két részre osztott lemezre szurj 2 lyukat, majd tegyél a taptalaj kilyukasztott
részére 1-1 csepp teafa, illetve fahéj illdolajat.

5. Helyezd vissza a lemezek fedelét.

6. A lemezeket a kdvetkezd gyakorlatig 28 °C-on inkubaljuk.

teafa ill6olaj fahéj ill6olaj

Feladatok (a kisérlet elvégzésekor és az eredmények értékelésekor):

1. Az alabbi tablazat els6 oszlopdban lathatok a hasznalt természetes antimikrobidlis
vegyliiletek. A kisérlet elvégzésekor toltsd ki a tablazat masodik oszlopat aszerint,
hogy az egyes anyagok szerinted milyen mértékben gatoljak a baktériumok
novekedését. Az eredmények értékelésekor az elébbieknek megfelelden toltsd ki a

harmadik oszlopot is.
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Természetes El6zetes varakozasaim a Tapasztalatok a
antimikrobialis vegyiiletek hatasarol vegyiiletek hatasarol

vegyiiletek

fokhagyma

gyombér

szegfiiszeg

teafa illoolaj

fahéj illoolaj

IV. A nehézfémek baktériumokra valo hatdasa

Sziikséges anyagok. eszkozok:

Szélesztett baktériumok — agar lemez (1 db), réz-szulfat oldat, réz pénzérmék, csipesz,
pipetta.

A Kkisérlet menete:

1. A korabbi feladat soran elkészitett, baktériumokat tartalmazo lemez alsé részét
filctollal oszd fel két részre.

2. A taptalaj egyik felére sztrj egy lyukat, melybe helyezz egy csepp réz-szulfat oldatot.

3. A taptalaj masik felére pedig helyezz el egy eldzetesen fertdtlenitdszerrel
megtisztitott pénzérmét.

4. Helyezd vissza a lemezek fedelét.

5. A lemezt a kdvetkez6 gyakorlatig 28 °C-on inkubaljuk.

,,\
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Feladatok (az eredménvek értékelésekor):

1. Rajzold le, amit a lemezen latsz!

2. Melyik esetben lathat6 nagyobb gatlasi zona?
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7.10.Az otodik szakkori ora oraterve

Id6 | Az 6ra menete Modszer | Munkaforma Anya}g(zk, Megjegyzések
eszkozok

Az 6ra céljai:

> az eloz6 két
szakkori  Oran

A didkok készitett
koszontése, a mintdk
2’ gyakorlat - frontlis - eredményeinek
témajanak az megfigyelése
elmondisa és értékelése;

» CFU lemezek
megismerése,
leolvasasanak
folyamata.

A didkok feladata

parokban a

a harmadik harmadik szakkori
szakkori 6ran oran készitett
készitett mintak | mintak
A harmadik C (kornyezetiinkben | kiértékelése és a
-t g, kisérleti , 1 L :
, szakkori oran . paros munka / | él6 baktériumok, | gyakorlati lapon
10 . Sy eredmények s z z 2 5
készitett mintak Srtékelése | c8YeM munka kézmosas kapcsolodo
értékelése hatékonysaga), a | feladatok
harmadik 6rahoz | megoldésa.
tartozo gyakorlati | A tanar feladata az
munkalap (7.7) | eredmények

értékelésének a

segitése.

Az ora ezen

. részében a tanulok
a negyedik i
., feladata az eloz6
szakkori oran Y y
., . szakkori oran
készitett mintak . .,
, készitett  mintak
(szélesztett Y .
. értékelése és a
baktériumok, Kapcsolodd
A negyedik et antibiotikumok, P
et kisérleti , . . feladatok
, szakkdri 6ran \ paros munka / | antimikrobidlis ]
20 L I eredmények . . megoldasa.
készitett mintak Y egyéni munka vegyiiletek, .
1 12 értékelése - A tanar feladata az
értékelése nehézfémek ,
. eredmények
hatéasa a P
) . értékelésének
mikrobakra), a . .
negyedik 6rdhoz segltese  ¢s  a
. . | feladatokra adott
tartozo gyakorlati | o
munkalap (7.9) valaszok  kozos
' megbeszélésének
az iranyitasa.

A didkoknak

néhany altaluk

15° Telepmorfologiai kisérlet, 4ros munka gyakorlati készitett  mintan
megfigyelések | megfigyelés P munkalap (7.11) | kin6tt baktériumot
kell megfigyelniiik

és  jellemezniiik
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kiilonféle
szempontok
alapjan (a
szempontok: a
telep mérete, a
telep alakja, atelep
szegélye, a telep
feliilete, a telep
denzitasa).

A diakokkal kozos
megbesz¢Elés soran

CFU lemezekrdl megismeriik a
| CFUlemezek | Kkiserlet, | PArosmunka, | keszitettképek | ~pro oo one g
e megismerése megfigyelés kozds (vagy elgre kozosen
& gliey megbeszélés elkészitett CFU P
megallapitjuk,
lemezek) . .
hogy mi olvashat6
le a lemezekrol.
Az ora utolso
mozzanata a
s A kisérletek koz06s frontalis, kisérlet koz06s
megbeszélése | megbeszélés | kozos munka megbesz€lése, a
tapasztaltak
Osszegzése.
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7.11.Az otodik orahoz tartozo gyakorlati munkalap

Gyakorlati munkalap

Telepmorfologiai megfigyelések. CFU lemezek elemzése, a sejtszamolasi modszer

megismerése.
|. Telepmorfologiai megfigyelések

Sziikséges anyagok, eszkozok:

A kornyezetiinkben €16 baktériumokat tartalmazoé minta, kézmosas hatékonysaganak a

vizsgalatakor készitett mintdk, szélesztett baktériumokat tartalmaz6 minta, vonalzo.

A megfigvelés menete:

1. Vilassz ki mindegyik mintan egy-egy baktériumtelepet, amely jol vizsgalhato.

2. Figyeld meg a telepeket a megadott szempontok alapjan, majd t6ltsd ki a tablazatot.

A vizsgéaland6 szempontok:

e atelep mérete — vonalzoval mérd le a telep atmérojét;

e atelep alakja — korszerii, szabalytalan, fonalas, rhizoid;
e atelep szegélye — ép, karéjos, csipkézett, fonalas;

e atelep feliilete — fényes, matt;

e atelep denzitdsa — atlatszo, atlatszatlan.

Feladat:

1. Toltsd ki a tablazatot a megfigyeléseid alapjan!

A kézmosas Szélesztett

A kornyezetiinkben
hatékonysaganak | baktériumokat

€16 baktériumokat
a vizsgalatakor tartalmazo

tartalmazo minta )
készitett minta minta

A telep mérete

A telep alakja

A telep szegélye

A telep feliilete

A telep denzitasa
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1l. CFU lemezek elemzése, a sejtszamoldsi modszer megismerése

Sziikséges anyvagok, eszkozok:

CFU lemezekrol készitett képek (vagy eldre elkészitett CFU lemezek)
Feladatok:

1. Figyeld meg, hogy mi lathat6 az alabbi CFU lemezeken!

2. Mit jelentenek az alabbi feliratok?

a. N-

b. CIP-

c. B48N -
d. B48CIP -

3. Szamold meg, hogy az egyes lemezeken hany baktérium nétt ki! Azt is ird fel, hogy
hanyadik sorban szdmoltad a baktériumokat. Az adatokat ird be az aldbb lathato
tablazat megfelelé soraiba. (Erdemes azt a sort figyelni, ahol a kinétt baktériumok

szdma 5-15 kozott van.)
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4. Vajon hany darab baktérium novekedett abban a baktérium szuszpenzidban,

amelybdl késziiltek a lemezek? Ezt is ird be a tdblazat megfeleld soraiba.

N CIP

B48N B48CIP B48N B48CIP

A lemezen kin6tt

baktériumok szama

A sor szama
(hényadik sorban
szamoltad a

baktériumokat?)

A baktérium
szuszpenzidban
1év6 baktériumok

szama
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7.12.A hatodik szakkori ora oraterve

Id6 | Az 6ra menete Moédszer | Munkaforma ﬁsnzﬁ%%i Megjegyzések
A didkok Az 6ra célja:
koszontése, a » CFU
2 gyakorlat - frontalis - készitésének a
témajanak az megtanulasa és
elmondésa oyakorlisa.
A tanar elmondja,
hogy a mai 6ran az
elézé oran vizsgalt
tandri CFU  lemezekhez
: A gya[<or|at magyarazat, - hz}so,rllot. fo,fgu,n K
6 menetének a K755 frontalis - késziteni. Elséként
megbeszélése meobeszélés egy higitasi sort
& készitink,  majd
maga a CFU
lemezeket készitjiik
el.
A didkok feladata
egy hattagu higitasi
akorlati sor készitése a
ng%lunkaIa masodik  szakkori
(7.13) P oran tanultak
N alapjan. Az
baktérium a1
. egyetlen kiilonbség
szuszpenzio,
az, hogy ezen az
Hattagt higitasi Lemco Broth oran nem
, sor készitése ‘4 .| paros munka / tapoldat, brémfenolkék oldat
20 iy kisérletezés . . Eppendorf- X N
baktérium egyéni munka csdvek és szorp
szuszpenziobol . . segitségével
(paronként 6 o rs o
darab) készitlink  higitasi
', | sort, hanem a
Eppendorf-cs6 .
. baktérium
tartd, automata -
ipetta szuszpenziobol.
i (Fe)ttahe ' ek A tanar feladata a
PIp 9y higitasi sorok
elkészitése kozben

a didkok segitése.

A didkok a CFU
gyakorlati modszerének  egy
munkalap egyszerlsitett

(7.13), lemez | verzigjat készitik el
agar taptalaj az oran. Ennek
’ CEU lemezek - oS ol (paronként két | sordn minden ’dlak
30 Készitése kisérletezés it e darab), az egy le_me_zen harom
elkészitett technikai
higitasi sorok, | parhuzamost készit
automata az egyes
pipetta, higitasoknak

pipettahegyek

megfeleléen. Tehat
0sszesen egy
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lemezen harom
oszlopban ¢és hat
sorban lesznek
olyan ,,cseppek”,
amelyek
baktériumokat
tartalmaznak.

23

A kisérletek
megbeszélése

koz0s
megbeszélés

frontalis,
k6z6s munka

Az oOra  utolsd

Mmozzanata a
kisérlet kozos
megbeszélése, a
tapasztaltak
0sszegzése. Az
eredmények
értékelése a
kovetkezo oran
torténik.
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7.13.A hatodik 6rahoz tartozo gyakorlati munkalap

Gyakorlati munkalap
A CFU, mint sejtszamolasi moédszer; készitésének a megtanulasa és gyakorlasa.

A CFU keszitésének a menetét ket részre osztjuk, az elso lépés a higitasi sorok elkészitése,

a masodik pedig maga a CFU elkészitése a lemezeken.
1. Higitasi sor készitése

Sziikséges anyagok, eszk6zok:

Baktérium szuszpenzid, Lemco Broth tapoldat, Eppendorf-csovek (paronként 6 darab),

Eppendorf-csé tartd, automata pipetta, pipettahegyek.

A gyakorlat menete:

1. Készits magad elé hat darab Eppendorf-csovet egy Eppendorf-cs6 tartoban.

2. Feliratozd az 6sszes Eppendorf-csdvet szamozassal (1-6).

3. Mindegyik Eppendorf-csébe mérj ki automata pipetta segitségével 90 ul Lemco
tapoldatot.

4. Az 1-es szamu Eppendorf-csében 1évé tapoldathoz adj hozza 10 pl-t a
baktériumkulturabol, majd keverd 6ssze az oldatot.

5. Ezt kovetden az 1-es szamt Eppendorf-cs6bdl vegyél ki 10 pl-t, amelyet adj hozza a
2-es szamu Eppendorf-csében 1évo tapoldathoz, majd ismét keverd dssze az oldatot.

6. Azel6z0 pontban leirt mechanizmust folytasd addig, amig az utols6é Eppendorf-cséig

érsz.

Az alabbi abra a higitasi sor készitésének 1€péseit mutatja:

Baktériumkultira 10 pl 10 10pl 10ul 10 pl 10 pl

NN NN EN
e B B

7~ 7~ 7
\ l:/‘ (k 2 -/ \ 3.)

,
-
\l
o
(o)
\_/
(o)
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II. CFU lemezek keszitése

Sziikséges anyvagok, eszkozok:

Lemez agar taptalaj (didkonként egy darab), az elkészitett higitasi sorok, automata pipetta,

pipettahegyek.

A gyakorlat menete:

1.

6.

Készitsd magad elé az el6z6 {6 1épésben elkészitett higitasi sorodat (tehat a hat
Eppendorf-csovet).

Helyezd a CFU készitéséhez sziikséges mintat a lemez ala (ez segit abban, hogy
pontosan hova kell oldatot cseppentened automata pipettaval).

Minden egyes Eppendorf-cs6b6l (minden higitasbol) harom-harom 10 pl
mennyiségli cseppet kell egymas mellé felvinned.

Tehat, az 1-es szamu Eppendorf-csdben 1évo oldatbdl helyezz harom cseppet egymas
mellé ugy, hogy minden csepp 10 pl oldatot tartalmazzon.

Az el6z6 pontban leirt mechanizmust végezd el mind a hat Eppendorf-csd esetén.
fgy egy olyan lemezt fogsz kapni, amelyen hirom oszlopban és hat sorban
talalhatdak cseppek, melyek bizonyos mennyiségli baktériumokat tartalmaznak.

A lemezeket a kovetkezd gyakorlatig 28 °C-on inkubaljuk.

Az alabbi abra a CFU készitésének 1épéseit mutatja:
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Feladatok (az eredmények értékelésekor):

1. Szamold meg, hogy az egyes lemezeken hany baktérium nétt ki! Azt is ird fel, hogy
hanyadik sorban szdmoltad a baktériumokat. Az adatokat ird be az alabb lathato
tablazat megfelelé soraiba. (Erdemes azt a sort figyelni, ahol a kindtt baktériumok

szama 5-15 kozott van.)

2. Vajon héany darab baktérium novekedett abban a baktérium szuszpenzidban,

amelybdl késziiltek a lemezek? Ezt is ird be a tdblazat megfeleld soraba.

Az altalad készitett lemez

A lemezen kin6tt baktériumok

szama

A sor szama (hanyadik sorban

szamoltad a baktériumokat?)

A baktérium szuszpenzidban 1évo

baktériumok szama
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7.14.A hetedik szakkori ora oraterve

1dé

Az O0ra menete

Moédszer

Munkaforma

Anyagok,
eszkozok

Megjegyzések

27

A diakok
koszontése, a
gyakorlat
témajanak az
elmondasa

frontalis

Az 6ra célja:

> az el6z6 Oran
készitett CFU
eredményeinek
kiértékelése, a
munkalapon
1évo  feladatok
kitoltése;

> a szerzett tudas
0sszegzése;

» jatékos kvizen
keresztiili
tudasellendrzés.

18’

CFU lemezek
eredményének
az értékelése

kisérlet,
megfigyelés

paros munka

gyakorlati
munkalap
(7.13), az el6z6
oran készitett
CFU lemezek

A didkok az 6todik
ordhoz  hasonldan
megbeszélik, hogy
mit latnak a
lemezeken.
Azonban ebben az
esetben az elGzetes
tudasukra alapozva
parokban beszélik
meg az
eredményeiket,
amelyeket  utana
minden par
bemutat, igy
kozosen is
megbeszélve, hogy
mi lathato.

20°

Mit tanultunk?

csoportos,
majd kozos
megbeszélés

csoportmunka
/ paros munka

Jamboard online
alkalmazas / A3-
as méretil lapok

A Jamboard online
weboldal feliiletén /
lapokon a diakok
csoportonként
fogalmakat
gyljtenek az adott
szakkori orak
anyagaval
kapcsolatosan.

15

Jatékos kviz

jatékos kviz

egyéni munka
/ paros munka

Kahoot online

alkalmazas
(7.15)

A szakkort egy
jatékos kvizzel
zarjuk a Kahoot
alkalmazas

segitségével, ahol a
diakoknak

egyénileg vagy
esetleg parban
dolgozva kell
eldonteniiik, hogy
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négy valasz koziil
melyik a helyes.

55

A szakkor
lezarasa

koz6s
megbeszélés

frontalis,
ko6z0s
beszélgetés

A szakkoér utolso
mozzanata a
produktiv  kdzos
munka
megkdszonése.
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7.15. A hetedik oran Kahoot alkalmazas formajaban jatszott kviz kérdései

1. Melyik betegséget nem baktérium okozza a felsoroltak koziil?
a. kolera
b. tuberkulozis

C. baranyhiml6

d. lepra

2. Az antibiotikumokat csak mikroorganizmusok tudjak eldallitani.
a. igaz
b. hamis

3. Globalisan évente hany ember betegszik meg tuberkul6zissal?

a. 100 ezer
b. 1 millid
c. 10 millio

d. 100 millié
4. A felsoroltak koziil melyik antibiotikumot nem hasznaljak a tuberkuldzis kezelése
soran?
a. rifampicin
b. pirazinamid
c. penicillin
d. etambutol

5. Melyik laboratoriumi eszkoz lathat6 a képen?

a. Eppendorf-csé
b. f6zépohar
c. Erlenmeyer-lombik
d. méréhenger
6. Milyen anyagokat hasznaltunk a higitasi sorok készitésekor?
a. bromfenolkék festékoldat
b. kristalyibolya festékoldat

C. szorp
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d.

baktérium szuszpenzi6 / baktériumkultara

7. A kézmosas hatékonysaganak vizsgalatakor melyik esetben nétt ki a legtobb

baktérium a taptalajon?

a.
b.

C.

kézmosas elott
szappanos kézmosas utan

fertOtlenitdszeres kézmosas utan

8. Melyik természetes antimikrobialis vegyiilet hatasat nem vizsgaltuk?

a.
b.
C.
d.

gyombér
fokhagyma
teafaolaj

citrusolaj

9. Az alabbi jelzdk koziil melyik vonatkozhat a telep alakjara?

a.
b.
C.
d.

szabalytalan
karéjos
ep

atlatszo

10. Héany baktériumokat tartalmazo csepp volt az altalunk készitett CFU lemezeken?

a.
b.

C.

12
18
24
30
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