MICROBIOLOGIE
Inleiding	

- Voorbeelden micro-organismen: bacteriën, schimmels, fungi, archae, protozoa, algen, … (virussen)                
- Positieve en negatieve invloeden! (virussen – productie ethanol, productie GM)
- Er zitten veel bacteriën in lichaam -> invloed op leven: vertering voedsel/ invloed op werking GM
- Niet zichtbaar met blote oog, maar in grote aantallen aanwezig
	Aarde = microbiële planeet 

H.1. Indeling van micro-organismen

Micro-organismen
- Afmetingen: nt te zien met blote oog, < 0,5 mm
- Onderverdeling: algen, protozoa (heterotroof), fungi, bacteriën (PRO) & virussen
	 Eerste 3 zijn EU (groter dan PRO)
- Virus leeft niet -> afh van anderen voor replicatie

Archae <-> eubacteria
- Eubacteria 
- Archae leven in extreme omstandigheden (is wel een bacterie)
- Archae zijn meer verwant aan EU dan aan bacteriën want archae en bacteriën al snel afgesplitst

Prokaryoot <-> eukaryoot

	
	PRO
	EU

	Grootte
	0,1 – 10 micrometer
	10 – 100 micrometer

	DNA
	Los in cytoplasma, 1 circulair chromosoom
	In kern, meerdere lineaire chromosomen

	Organellen
	Geen membraan
	Wel membraan

	Ribosomen
	Klein
	Groot

	Celwand 
	Complex
	Eenvoudige celwand 

	Groepen
	Eubacteriën & archea
	Algen, protozoa, dieren, fungi en planten



Virussen
- Zeer klein! 5-300 nm
- K verschillende vormen aannemen: maanlander -> bacterieel (bevatten erfelijk materiaal in kapsel), k ook vetlaagje bevatten
- Geen cel-structuur 
- K zich niet zelfstandig voortplanten

Nomenclatuur
- Dubbele naam!
- Geslachts (genus) en soort (species) naam
- Cursief of onderlijnd! 
- Geslacht met hoofdletter, bij soort niet 
- Variëtieit: onderverdeling met kleine variatie in eigenschappen
- Triviaalnaam: gangbare naam

Eigenschappen bekijken om te zien of cellen verwant zijn
Verwante organismen groeperen:
- Morfologie
 Slaat op de vorm -> microscopisch
 Inwendig en uitwendig -> vaak kleuring nodig om zichtbaar te maken
- Biochemie
 Kunnen ze aan fotosynthese doen of niet? … 
 Eigenschappen vergelijken om te zien of cellen verwant zijn
- Serologie
 Antistoffen bekijken
- DNA 

H.2. Geschiedenis van de microbiologie

Antoon van Leeuwenhoek
- Grondlegger microbiologie
- Ontdekking microscoop

Generatio spontanae
- Rottend vlees -> vliegen
- Afgesloten pot -> geen vliegen
- Beide micro-organismen aanwezig

- Louis pasteur: 
 Weerlegt dat bacterien spontaan ontstaan -> 	komen van buiten en besmetten binnen

 Steriel medium maken door koken
1. Open laten staan -> micro-organismen aanwezig
2. Voor het afkoelen afdekken met wattenprop -> wel uitwisseling van gassen maar niet van bacteriën -> blijft steriel
 Geen ontstaan bacteriën dus moeten van buitenaf komen
3. Geen watten maar een gebogen hals -> medium steriel (gasuitwisseling wel mogelijk maar geen bacteriën aanwezig)







	Bacteriën			Gassen
 Bacteriën zijn afkomstig van buitenaf!

Lister
- Chirurg
- Tijdens operaties mensen onder narcose brengen -> loopt vaak fout 
 Lister wist dankzij pasteur dat de bacteriën van buiten komen en niet van in patiënt zelf -> dus wonden ontsmetten met fenol!
	- Deze fenol is zeer giftig weet men ondertussen

Kiem-theorie
- Micro-organismen kunnen bepaalde ziektes veroorzaken
- Koch toont aan:
 Uit ziek dier k micro-organismen geïsoleerd w en in milieu brengen
 Deze patiënt moet zelfde ziektebeeld gaan vertonen 
 Hieruit moet je hetzelfde micro-organisme kunnen gaan isoleren

Behandeling
- Bacterie moet vernietigd w zonder dat lichaamseigen cellen vernietigd worden
- Alexander Fleming ontdekt penicilline
	 Petrischaal met bacteriële groei 
	 Na lange tijd is er een schimmel op de plaat gegroeid 
 Rond deze schimmel groeien geen bacteriën -> stof gevormd die bacteriën afdood	

H.3. Belang van micro-organismen

Belang
- Komt slecht in het daglicht (virussen) (Zikavirus, Ebola, …) 
- Resistente bacteriën -> er is momenteel een tekort van GM waarmee de arts een patiënt kunnen behandelen
- Schimmels k ook zeer schadelijk zijn
- Blauwalgen
- Link tussen darmflora en depressie

Interactie met andere organismen
- Vrij levend: verteren dood organisch materiaal
	 Saprofieten: dode dieren verteren
	 Fotosynthese
- Symbiose: vorm van samenleven tussen 2 organismen waarbij minstens 1 van de 2 voordeel haalt uit het samenleven
	 Mutualisme: halen er beide proffeit uit 
- Herbivoren & darmflora -> koe eet plant maar kan hem niet afbreken, in darmflora zitten micro-organismen die het organisch materiaal veteren
- Rhizobium & plant
- Koraal en algen
 Commensalisme: 1 component haalt er voordeel uit, het andere neutraal
	Bacteriële darmflora
 Parasitisme: pathogene MO: veroorzaken infectie-ziekten
	- Obligate pathogenen: maken iedereen ziek (tuberculose)
	- Opportunistische pathogenen: maakt mensen die vatbaar zijn ziek

Nut?
- Niet enkel negatief
- Ontstaan/ voortbestaan leven op aarde
	 Het zijn onze voorouders
	 De huidige zuurstof op aarde
- Milieu:
 C-cyclus: micro-organismen fixeren CO2 uit lucht naar organische moleculen maar kunnen deze ook gaan afbreken ter vorming van CO2
 N-cyclus : NH2 uit lucht naar NH4+ voor de plant, na verbranding terug stikstofgas vrij
	 Mutualisme
	 Gebruik MO door mens : MO in darmen en op huid
In voedsel: kaas & yoghurt -> zitten melkzuurbacteriën voor langere bewaring (door lage PH)
Biodiesel, antibiotica, … allemaal MO voor nodig
Zuivering afvalwater

Infectie
- Infectie is niet een infectieziekte
- Infectie = MO dringt lichaam binnen en gaat zich delen
- Infectieziekte = wanneer er ook echt ziekte verspreid gaat w
- Bronnen: humaan (griep), zoönose (hondsdolheid), omgeving (tetanus)

- Verloop:
	1. Transmissie: MO van bron op ander persoon/ voorwerp
2. Primaire infectie: op plaats van nieuwe gastheer begint MO te vermenigvuldigen
	3. Uitzaaiing: verdere verspreiding doorheen lichaam
4. Secundaire infectie (lokalisatiefase): begint te vermenigvuldigen op nieuwe plaats (orgaan) (Symptomen harder zichtbaar)
5. Immuniteit: lichaam probeert besmetting te bestrijden

	- Hoe lang MO aanwezig?
 Acute infectie: snelle infectie, kort aanwezig en gaat veel waafselschade veroorzaken op korte tijd (griep)
 Chronische infectie: virus doorlopend aanwezig maar dood niet per see de cellen (wel schade op het einde)
		 Latente infectie: bepaalde episodes van cel schade (koortsblaasjes)
Onder invloed van triggers (stres) worden oppeens heel veel partikels aangemaakt 

	- Transmissie routes:

		 (Faeco-)oraal: gebrek aan hygiene, via vervuild water (E-coli)
		 Respiratoir (druppel infectie) (covid)
		 Huid
		 Parenteraal (bloed) (naalden samen gebruiken)
		 Seksueel
		 Besmette dieren (Lime)
		 Verticaal: van moeder op kind
			- Prenataal (rode hond)
			- Peri-nataal (tijdens geboorte) (chlamidia)
			- Post-nataal (via moedermelk bv) (mss HIV)
	
	- Incubatieperiode:
		 = Periode tussen primaire infectie en optreden van eerste symptomen
		 Verschilt van MO tot MO (dag – week – maand – jaar)
		 Asymptomatisch in deze periode

VB. Waterpokken: virus opgenomen door lucht -> primaire infectie in luchtwegen -> via bloed naar huid en secundaire infectie (rode uitslag) -> virus zet in zenuwknoppen (slaaptoestand) -> blijft latent aanwezig -> oiv trigger virus terug activeren -> = ZONA

Oorzaak van symptomen
- Virulentie = maat voor hoe schadelijk MO is
	 MO delen en veroorzaken weefselschade 
 Bacterien k toxines aanmaken: exotoxines (aangemaakt door grampositieve bacterien -> gesecreteerd door levende cellen) en endotoxines (in gramnegatieve bacterien -> komen vrij als gramnegatieve bacterie sterft)
	- MID = minimale dosis MO die moet binnendringen voordat je ziek k w
	- MTD = min hvl toxine die je moet opnemen voor ziek te w
	- LD50 = min dosis aan MO die 50 % van uw populatie gaat afdoden
	- ID50 = hvl pathogenen die 50 % van uw populatie infecteerd in bepaalde tijd

Immuniteit
- Duur:
	 Tijdelijk
	 Permanent
	 Onvoldoende: lichaam slaagt er niet in virus compleet te neutraliseren
- Vaccinatie: artificieel opwekken
	 Stuk erfelijk materiaal van virus injecteren
	 …

	- 2 soorten immuniteit:
		 Fysische: bescherming door fysische barrières van het lichaam
Eiwitten in traanvocht, maagzuur, slijmvliezen (vuil en bacteriën tegenhouden/ afremmen)
 Aangeboren: vanaf geboorte, dezelfde reactie voor alle lichaamsvreemde stoffen, fagocyten reageren aspecifiek (instulping celmembraan, blaasje vormen rond bacterie, fagosoom versmelt met lysosoom, bacterie onschadelijk -> fagolysosomen versmelten met celmembraan en exocytose)
 Verworven (specifiek): humoraal (antilichamen vormen) en cellulair (herkenning lichaamsvreemde stof met cellen)
	Stamcel in beenmerg -> differentieert naar B- en T-lymfocyten
	B blijft in beenmerg, T gaat naar tymus en differentieren verder
	
-> Humoraal (B): B getriggerd bij binding anti-gen (stof waartegen een reactie w veroorzaakt (virus)), Uit B w 2 soorten cellen gevormd (B-geheugencel & B-plasmacel) -> plasmacel maakt antilichaam aan dat met antigen bindt en afgebroken door b-lymfocyten
Geheugen: zitten vel langer in bloed: indien zelfde virus nogmaals lichaam binnen dringt -> geheugencellen k veel sneller antilichamen gaan vormen

-> T-lymfocyten gerijpt tot killer, t-helper, t-surpressor en t-geheugen
	 Killer : neutraliseren anti-gen (geinfecteerde cel afdoden)
 T-helpercel : ondersteuning andere cellen bij werking in immuunsysteem (fagocyten, b-lymfocyten & killer-t-cellen)
 T-surpressorcel: t-helpercellen afremmen op einde infectie (anders lichaamseigencellen ook aangevallen)
 T-geheugencellen: analoog aan b-geheugencellen (sneller neutralisatie van anti-gen)

H.4. Morfologie en bouw van bacteriën
Morfologie -> vorm

MORFOLOGIE
Lichtmicroscoop
- Vergroting: +/- 1000 keer (objectief = 100x en oculair is ook nog eens 10x)
- Visualisatie: verschillen in dichtheid met omgeving is wat we waarnemen
- Resolutie is beperkt
- Kleuring:
 Sommige MO zijn zelf al gekleurd maar niet allemaal -> staal kleuren -> om contrast te verbeteren
 Kleurstof = organische verbinding met verschillende affiniteit voor spec. componenten
	 Methyleen blauw, safranine, …
 k enkelvoudig zijn (1 kleurstof) <-> differentiële (onderscheid maken tussen cellen van verschillende soort)(gramkleuring)

Principe enkelvoudige kleuring kennen!
-> Basische kleurstof is + geladen (kristalviolet) -> kleuren celmembraan (neg geladen) -> aantrekking (elektrostatische reactie)
			 Bolvorming cellen: kokken (mono-, diplo-, strepto-, stafylokokken)
			 Staafvormige cellen: bacilien (streptobacilien)
		-> Leert over vorm en groepering cellen

 Gramkleuring: behandelen met basische kleurstof -> jood oplossing druppelen -> ontkleuren met ethanol
Door dehydratatie bij gram +: wand kan nt worden weggespoelt (blijven paars)
Bij gram negatief: dun dus ethanol kan kristalviolet-jood complex wegspoelen (-> worden kleurloos)
		-> Nogmaals kleuren want anders is gram-negatief kleurloos

 Resolutie kan niet veranderen door kleuring, dan elektronenmicroscoop gebruiken

Rangschikking obv morfologie
- Grote verscheidenheid 
- 4 categoriën:
[image: ][image: ]	 Kokken: bolvormige cellen, verschillende organisaties mogelijk
		
	 Bacilien: staafvormig, verschillende organisaties mogelijk
[image: ][image: ][image: ]	 Spiraalvormig: spirillen, spirochaeten & vibrio (kommavormig)
 Filamenteus: langgerekt, kunnen vertakken, lijken op schimmels, belangrijke producenten van antibiotica
- Bacteriën zijn kleiner dan EU want geen kern en organellen dus grotere opp/volume

BOUW – BASIS

Cytoplasma
= Binnenin celmembraan, viskeuze en waterige massa
- Vooral water, de rest zijn enzymes die voor metabolisme zorgen (identificatie), ribosomen (translatie), DNA, granules (met reservemateriaal)

Ribosomen
- Troebelheid van de bacterie
- S = Svedberg eenheid = grootte van het ribosoom 
 snelheid waarmee een ribosoom gaat sedementeren (uitzakken tijdens centrifugeren)
	 Bv 70S: 2 subunits: 30S en 50S  dus nt altijd gwn een optelling
	 EU: 80S ribosomen dus die van EU > PRO (bacteriën)
- Dus zijn ribosomen een interessant gegeven voor antibiotica (selectief werken omdat die van bacteriën kleiner zijn)
- Samenstelling: rRNA, eiwit
	 mRNA + 30S subunit -> daarna bindt 50S subunit
	 tRNA

Granules
- Opslag reservemateriaal: organisch of anorganisch
- Ziet eruit als kleine korrels 
- W osmotisch inactief (veel water opgenomen -> cel k openbarsten)

Organisch:
- Opslag koolhydraten: lineaire glucose polymeren 
	 Glycogeen k niet gekleurd w met lugol
- Opslag vetten: onder vorm van poly-beta-hydroxyboterzuur
 Belangrijkste reservemolecume in bacteriën

	Anorganisch:
	- Volutinekorrels: opslag fosfaten aan binnenkant cel
 Metachromatische granules: k kleur van bepaalde kleurstoffen veranderen
		 Waterzuivering
- Zwavel-globules: Sulfide uit medium oxideren tot zwavel -> E vrij -> zwavel opslagen onder vorm granules -> E nodig: deze verder oxideren tot sulfaat

CM bestuderen
- Lysis celwand: door + lysozyme in isotoon milieu -> Protoplast vrij
- Protoplast overbrengen van isotoon milieu naar water -> cel gaat openbarsten door opname water -> kleine fragmenten van CM sedementeren & bestuderen

- Structuur:
	 Pro: helft van celwand = eiwitten en helft = fosfolipiden
	 Meer EW dan bij ons want ze hebben geen organellen

	 Fosfolipiden: glycerol als basis, hydrofobe C-staart & hydrofile kop

- Functie:
		 Barrière die bepaald wat binnen en buiten cel mag 
		 Verankeringsplaats voor veel eiwitten
		 Energie productie en opslag door creatie protongradiënt 

 Transport: diffusie, porines, carrier transport (= gefacilideerde transfusie)(conformatieverandering om substraat aan cytoplasma af te geven)(sneller) 
	= passief transport dus geen energie nodig
Actief transport: E nodig, tegen concentratiegradiënt in

 Inbedden eiwitten: E productie, DNA replicatie, synthese membraanlipiiden/ welwand

 E productie en opslag: ademhaling en respiratie (E vrij bij metabolisme -> p+ pompen over membraan -> terugvloeien h+ met concentratie gradiënt -> synthese ATP

Celwand
- Functies: 
 PRO beschermen tegen druk: hydrostatische druk (bodem oceaan), osmotische druk (water opnemen uit omgeving -> druk neemt toe dus celwand ter bescherming)
		Protoplast: cel waarvan celwand is verwijdert
	 Vorm en stevigheid 
	 Bescherming CM
	 Celdeling: PRO kan niet delen zonder celwand

- Bacteriën zonder celwand:
 Mycoplasma’s: pathogene bacteriën: kunnen overleven maar niet delen -> binnen dringen in andere cellen en zo overleven -> moeilijk te bestrijden
	Niet hetzelfde als mycobacteriën!
 Thermoplasma’s: bepaalde Archaea: bacteriën die leven bij enorm hoge temperaturen -> taaie celwand
	 CW opgeboud uit: 
		Dieren: /
		Planten: cellulose	
		Algen: cellulose of glycoproteines
		Fungi: chitine (stevig)
		Bacteriën: basale structuur = mureïne (peptidoglycaan)
 Bevat 2 suikermoleculen: N-acetylglucos-amine & N-acetylmuramic acid met hierop peptide keten
 Covalente binding

	- Kwetsbaarheid CW:
		 Lysosyme: verbreekt glycosidebinding tussen NAM en NAG
 Penicilline: molecule dat eiwit blokkeert zodat er geen covalente bindingen gevormd w door binding op actieve site -> verzwakte celwand

	- 2 types bij bacteriën:
  Gram-positief: dikke peptidoglycaanlaag met daaronder cytoplasmatisch membraan
	- Lipoteichoic acid: verankering van celwand aan CM (extra eiwitten)
				 Voor adhesie gram+ aan bepaalde opp
				 Extra stevigheid
				 NIET bij gram -
	- 20-50 nm peptidoglycaan
 Gram-negatief: dunne peptidoglycaanlaag + buitenste celmembraan met periplasmaruimte (gelachtig)(tussen CM en buitenmembraan)
	- 2.5 nm peptidoglycaan
	
- Periplasmatische ruimte: bevat peptidoglycaan, bavat enzymen, voor vertering
- Buitenmembraan: lipidendubbellaag met fosfolipiden, porines, lipoproteïnes (verbinding met peptidoglycaan), buitenlaag met LPS
- LPS: lipide A (endotoxines -> enkel vrij als bacterie sterft), O-polysacharide (steekt uit bacterie, leidt tot anti-stoffen)

	- Gram kleuring:
		 Staal fixeren en kleuren met kristalviolet
		 Staal fixeren met jodine
 Ontkleuring met alcohol: peptidoglycaanlaag dehydrateren -> compacteren -> ondoordringbare schaal rond cel
Bij gram-negatief: nog altijd een beetje permeabel -> paarse kleur kan weggespoeld w omdat deze laag zo dun was
		 Roze kleur toevoegen

	- Mycoplasma: niet hetzelfde als mycobacterie
		 Geen celwand!
		 Fragiel -> intracellulair
		 Zeer klein, vervormbaar
 Kleurt gramnegatief: want ze hebben geen celwand -> celwand zou zorgen dat kristal-violet jood complex niet kan worden weggewassen. Dus hier zal het wel ontkleuren.  Dikte peptidoglycaanlaag

	- Mycobacteriën:
 Geen gramkleuring: peptidoglycaan met dikke laag suikers met daarop mycolzuren en polypeptiden & vrije lipiden  CW is zeer resistend  moeilijk te bestrijden

SLIJMLAAG OF KAPSEL
- Kapsel: stijf materiaal
- Slijmlaag: flexibel materiaal
- Met negatieve kleuring kleuren -> alles buiten het kapsel kleuren en zo w het zichtbaar
- Mengeling van polysachariden en eiwitten -> dikte kan verschillen

Functie:
- Bescherming tegen uitdroging want houdt water vast
- Opslag reservevoedsel
- Adhesie bevorderen
- Bescherming fagocytose: bacterie met kapsel of slijmlaag is moeilijker te fagocyteren of bestrijden (is dus gevaarlijker voor ons)

 Opwekken van anti-genetische reactie: slijmlaag k immuunsysteem activeren om bacterien aan te vallen (niet echt een functie want het is nadelig)

Nigrosine of negatieve kleuring
- Doel: kapsel opsporen, vorm, groeperingswijze
- Principe:	
	 Gelijke ladingen: afstoting (zure kleurstof & celmembraan)
 Alles kleuren behalve kapsel -> grijze schijn op draagglaasje -> kapsel blijft helder

- Toepassing: Xanthomonas campestris: wordt verwerkt in voedingstoffen (verdikkingsmiddel)

Kapsel: biofilm
- Gevormd door bacteriën die kapsel vormen zich vasthechten aan opp -> genen getriggerd om bacteriën molecules te laten afscheiden zodat ze nog meer bacterien aantrekken  vorming monolaag (zelf gevormde slijmlaag) (wordt macroscopisch zichtbaar)  moeilijk te bestrijden
- bv Kunstmatige heup, hierop vormt biofilm  infectie

FLAGELLEN EN FIMBRIAE
- Flagel = zweepdraad (niet hetzelfde als trilhaar want vinden we niet bij PRO)
	 Kunnen immuunsysteem activeren
 Werking: opgebouwd uit EW = flagelline, beweegt door motor (zit in cytoplasmamembraan, roterende beweging, 200-1000 rpm
	(Haak is flexibel dus kan roteren en van richting veranderen)
P+ naar buiten gepompt -> komen deze terug naar binnen -> motor wordt aangedreven
	 Gram positief/negatief

Indeling bacteriën
- Monotrich: 1 van de uiteinden heeft 1 zweepdraad
- Lofotrich: meerdere zweepdraden op 1 of beide polen
- Amfitrich: 1 zweepstaart op beide polen
- Peritrich: meerdere zweepdraden over heel de cel

	 Testen mobiliteit: steekenting

Tabel

	
	Flagel
	Pili of Fimbriae

	Diameter
	20 nm
	4-8 nm

	#
	Niet meer dan 20
	100-500

	Lengte
	Kan langer dan de cel
	Veel korter (behalve seks-pili)  0,1-1 mm

	Functie
	Beweging (naar voedingsstoffen toe)
	- Aanhechting
- Beweging
- Overdracht genetisch materiaal

	Gram +/-
	+ en -
	-



- Pili of fimbriae = trilharen
= Korte draadvormige uitsteeksels bij PRO
 	 Vaak over het hele opp
	 Meestal bij gramnegatieve bacterien

Functie
- Hechtingsstructuren
- Beweging
- Seks-pili: langer type van pili, conjugatie = overdracht van plasmiden 

Flagellen en fimbriae
- Kunnen beide voorkomen of 1 van de 2  hangt af van soort cel

Andere bewegingsmethodes
- Gasvacuoles bij fotosynthetiserende water-bacteriën (zoals duikers) (op zoek naar perfecte lichthoeveelheid)
- Glijden: secretie van polysachariden, bewegende eiwitten

- Taxis = gerichte beweging van of naar bepaalde stof

ENDOSPOREN
= Slapende vormen van bacterie (nauwelijks metabolisme, niet-reproductief)
	Fungi: wel reproductief
- Grampositief
- Ligging sporen in cel: centraal, uiteinde, tussenin, … nodig voor identificatie 

Structuur
- Dikke peptidoglycanenlaag rondom: cortex & celwand 
- Keratine-achtige laag
 Resistent dus moeilijk om te kleuren

- Vorming:
 Wanneer? Als groeiomstandigheden voor bacterie moeilijk zijn (DNA replicatie -> rond dochtermolecule groeit membraan -> op membraan groeit peptidoglycaanlaag -> hierop 2 keratinelagen afgezet -> sporen k w vrijgezet als bacterie sterft)

Endosporen kleuring
- Stap waarin sporen gekleurd w: duurt lang & op hoge temperatuur
- Malachietgroen voor sporen, safarine (roos) voor cellen

Sterilisatie
- Meeste sporen overleven autoclaaf niet (ca. 20 min)
- Sommige stoffen kunnen hier niet tegen -> Tyndaliseren (3 keer op 100°C)
 lange tijd ertussen -> hiering groeien sporen uit tot nieuwe vegetatieve cellen -> deze worden afgedood -> nu geen nieuwe sporen meer gevormd

RESISTENTIE	 p 37
Verschillende mechanismen
- Plasmiden: genen zitten hierop. 
	= Klein stukje DNA dat leeft naast chromosomen
	 Circulair, klein
 Autonome replicatie -> eigen ORI
		 Genen die coderen voor bepaalde eig die nuttig kunnen zijn voor de cel
		 Kunnen makkelijk w uitgewisseld tussen de bacteriën via conjugatie

Genetisch materiaal
- PRO: nucleoïde (kernzone)
- EU: nucleus (kern)
- Genoomgrootte:
	 Uitgedrukt in baseparen
- Meeste bacteriën hebben 1 circulair chromosoom
- Supercoiling:
	 Pro: topoisomerases -> DNA-gyrase
	 = DNA-gyrase zorgt ervoor dat DNA w opgewonden 
	 Belangrijk voor replicatie en transcriptie (lezen van DNA)
	 PRO: DNA naakt in cytoplasma
	 EU: DNA rond histonen
		Chromatine = complex DNA en proteïnen

Replicatie
- Vanaf replicatie oorsprong (ORS)
- EU zijn veel groter dan PRO en hebben dus veel meer ORI’s
- Replicatie vork = plaats waar DNA deels ontbonden en deels dubbel strengig is
- PRO:	
	 Cel gaat delen en je krijgt 2 dochtercellen
- EU:
	 Meiose of mitose

Transcriptie en translatie
DNA -> transcriptie -> RNA -> translatie -> EIWITTEN	

- PRO:	transcriptie van meerdere genen tegelijk, koppening van transcriptie en translatie (begint voor einde van vorige)
	 Hebben geen intronen 
- EU: gen per gen, transcriptie en translatie niet tegelijk
[image: Afbeelding met tafel

Automatisch gegenereerde beschrijving]	 Splicing = intronen uit de DNA sequentie knippen












BACTERIËLE VARIABILITEIT 
 Gelinkt aan DNA!

Modificatie
- Verandering in fenotype door gewijzigde omstandigheden
- Remming of synthese van enzym
- Niet overerfbaar

Mutatie
- Permanent, overerfbaar
- Verandering in basevolgorde van het DNA
- Wel/ geen fenotypische gevolgen
- Oorzaken:
	 Spontant mutaties: heel kleine kans
	 Geïnduceerde mutaties: door mutagenen
- Soorten: 
 Puntmutatie: silent (geen gevolg), nonsense (verandering naar stopcodon), missense (ander AZ in de plaats)
 Deletie: 1 base weghalen -> de rest schuift op (frameshift mutatie)
 Insertie: 1 base toevoegen -> al de rest erna verandert (frameschift mutatie)
	- Gevolgen: 
		 Geen effect
 Nadelig: deze worden weggeconcureert door degene die geen nadelig gevolg hebben
 Voordeel: overheerst dankzij evolutie
 Afhankelijk van situatie 
	- Ames test: bacteriën als screening voor mutagene stoffen

Transposons
= Kleine stuksjes DNA die kunnen verspringen binnen bepaald DNA molecule (naar ander chromosoom kan ook)
- Als hier een gen op zit = jumping gen
	 Niet altijd controle over 
- Kan zorgen voor een onderbreking -> stel dat hier een gen ligt kan dit worden uitgeschakeld  bepaalde eig kan bv verloren gaan (of (in)actief w

Genetische recombinatie
= Uitwisseling van fragmenten DNA tussen 2 chromosomen
- EU: tijdens meiose
- PRO: na uitwisseling van chromosoomfragmenten

Manieren van genetische uitwisseling -> examen!
	- Transformatie = overdragen van DNA van donor naar acceptor cel via omgeving
		 Acceptor neemt DNA op via bloed, water waar het in zit, ….
		 Ontdekt door Griffith: 
Bewijs dat bacteriën DNA k opnemen & afgeven dankzij pseudokokken?
- Rough strain injecteren in buikholte van muis (kapsel aanwezig) -> niet ziek
- Smooth strain injecteren (variant met kapsel) -> muis sterft
- Bacterie met kapsel afdoden voor injectie -> muis niet ziek
- Samen injecteren -> muis sterft 
		 Hieruit levende bacterien halen -> deze hadden wel kapsel 
 Dus moeten deze zonder kapsel DNA uit omgeving van muis halen waardoor ze zelf het kapsel ook kregen

 Natuurlijke transformatie: chromosomaal DNA (binnen een bepaalde soort), niet alle bacteriën k dit van nature
 Artificiële transformatie: 2 methodes (koude CaCl2 opl + warmte shock & elektroporatie)
	Doel: plasmides binnen brengen ipv chromosomale

- Transductie = DNA overdracht via bacteriofagen (virussen = stuk DNA waar eiwitmantel rond zit) -> DNA virus injecteren en dit kaapt cel -> replicatie -> cel openbarsten -> kunnen nieuwe bacteriecel gaan injecteren
		 2 Soorten: lytisch & 
 Lytisch: een stukje chromosomaal DNA w mee ingepakt in viruspartikel -> virus partikels barsten en komen vrij -> andere bacteriecel infecteren en bacterieel chromosomaal DNA doorgeven -> chromosomaal DNA via genetische recombinatie ingebouwd in chromosoom
 Lysogeen (minder belangrijk): cel barst niet open maar DNA van virus w niet direct overgeschreven naar nieuwe partikels maar w wel ingebouwd in chromosoom -> repliceert telkens mee -> door triggers wel aanmaak nieuwe partikels -> bij uitknippen viral DNA uit chromosoom per ongeluk bacterieel DNA wegknippen

	- Conjugatie = overdracht DNA via cel-cel contacten
		 Plasmiden w doorgegeven
		 Bij gram + en –
		 Kan tussen verschillende soorten voorkomen
 HOE: enkel wanneer bacterie een plasmide bevat dat voor genen codeert die noodzakelijk zijn voor vorming pilus. 
Pilus draagt nieuw gesynthetiseerd DNA over
 Mobiliseerbare plasmiden: andere plasmides k mee w doorgegeven (niet alleen het F-plasmide) via pilus
 Hfr-cellen = cellen waarbij F-plasmide niet als los plasmide bestaat maar mee is ingebouwd in chromosoom
Trigger om doorgegeven te w aan dochtercel -> het chromosoom w mee overgedragen (realiteit: een deel doorgeven, niet helemaal)
Nieuwe bacterien k dus niet noodzakelijk zelf aan conjugatie kunnen doen want niet heel de sequentie is mee

H.5. Bestrijding van micro-organismen
Termen
- Sterilisatie vs ontsmetten:
	 Steriliseren = volledig verwijderen van alle MO van een opp
 Ontsmetten = zoveel mogelijk MO verwijderen (niet noodzakelijk allemaal)

- Fysische vs chemische bestrijdingstechnieken:
 Fysische bestrijdingstechnieken = methode waarbij geen chemische stoffen w gebruikt (warmte, filtratie, ..)
 Chemische bestrijdingsmiddelen = methode waarbij chemische stoffen w gebruikt om MO te bestrijden (van de eig van chemische stof gebruik maken)

	- Bacteriostatisch vs bactericide: bacteriën
	- Fungistatisch vs fungicide: fungi
	- Viristatisch vs viricide: virussen
 Statisch = we hebben te maken met een stof die MO niet gaat afdoden maar groei gaat remmen	
 Cide = MO wordt wel afgedood

- Decimale reductietijd (D-waarde) = tijd die nodig is om 90% van een bacteriële populatie te vernietigen

- Wanneer een instrument niet goed gereinigd zijn kunnen dus nooit steriel zijn! (dit zou eerst gereinigd moeten worden voor je het perfect steriel kan maken)
- Voorbereiding:
	 Eerst steriliseren voor je gaat wassen (afvalwater gaan in de riolering)
	 Steriliseer – was – steriliseer
- Na het steriliseren moet de binnenkant nadien steriel blijven -> goed afsluiten
 Er moet dus al een dop opstaan voor je het uit de autoclaaf haalt (los erop)
- Materiaal moet ook aan buitenkant steriel zijn: inpakken in hittebestendige zakjes 
- Na steriliseren:
		 Eventueel drogen: in droogoven 
		 Droog bewaren, voedingsbodems in koelkast

- Ontsmetten:
		 Soms niet mogelijk om te steriliseren -> bv een wonde
 Soms niet nuttig -> wanneer materiaal onmiddellijk terug bloodgesteld w aan besmetting

5.1. FYSISCHE BESTRIJDINGSMIDDELEN
Warmte, afkoeling, drogen, osmotische druk, filtratie, straling (ZIE EERSTE SLIDE)

Warmte
Hoge temperatuur:
 Denaturatie van de macromoleculen (eiwit verliest structuur, metabolisme valt stil, MO sterft af)
 D: daalt in functie van de temperatuur (temp hoger, lager D, hoe sneller MO dood)
		Mycobacteriën zijn resistenter tegen warmte dan micro-bacteriën

- Droge warmte: hete lucht oven 
		 Steriliseren: “bakken in de oven” 
 Lucht is een slechte warmte geleider -> overbrengen warmte gaat langzaam
 Nut: recipiënten die droog moeten blijven, corrosie gevoelig zijn, olie en poeder
 Goed stapelen zodat lucht op alle plaatsen k komen

- Vochtige warmte: autoclaaf
= Snelkookpan, drukketel, die stoom produceert (nevel van water) onder druk
 Stijgt druk, dan stijgt kookpunt
 Gaat veel sneller, sterilisatietijd neemt af
 Geleid de warmte veel beter 
 Werking autoclaaf NT op examen

 Kwaliteitscontrole met autoclaaftape
Temp checken gaat maar je weet niet hoe lang hij op deze temperatuur heeft gestaan

- Tyndallisatie: 3 X 100°C
	 Voor oplossingen die een temp van boven de 100°C niet aankunnen
 Maillard-reactie (reactie tussen koolhydraten en eiwitten -> niet de bedoeling)
 Pauze van 24 uur ertussen 
 Afdoden vegetatieve cellen – sporen die nieuwe vegetatieve cellen vormen afdoden – controle 
 Sporen gaan nooit 100% weg zijn

- Pasteurisatie: 30 min 60°C
		 Minst efficiënt, niet steriel
 Aantal MO sterk verminderen (bv in voeding die warmte gevoelig is -> bv melk)
 Groot volume dus koelt traag af -> heeft invloed op de smaak van het product
UHT: 2 seconden verwarmen op 135°C -> niet steriel MAAR 6-9 maanden bewaren
				 Gebruik van leidingen door warmte- en koel elementen

Koude (afkoeling)
- Plotse afkoeling: slechter voor MO dan traag afkoelen
- Gericht op remmen van de groei (denk aan eten in de diepvries zetten -> deel sterft wel af)
		 Werkt bacteriostatisch

Drogen
- Effect: celmembraan w beschadigd
- Water onttrekken aan de cel -> metabolisme van cel valt stil 
- Vriesdrogen -> sublimatie (royco soep)
- Bewaren van bacteriën: vriesdrogen: geen water beschikbaar -> geen groei

Osmotische druk
- Hoge concentratie zout of suiker
 Lang goed houden (confituur)
- Hypertone omgeving (water onttrekken aan cel -> bacterie kan niet groeien)
- Schimmels zijn er beter tegen bestand dan bacteriën
	 Dus op confituur wel schimmel maar geen bacterie
- Osmofiele MO: deze zijn aangepast en kunnen zeer goed tegen osmotische druk
	 bv. Zygosaccharomyces

Filtratie
- Wanneer? Bij warmtegevoelige ingrediënten
	 Serum
	 Sommige vitaminen
	 Bepaalde suikers
- Thermolabiele bestanddelen (k nt goed tegen warmte)
 Enzymen, exotoxines, bacteriofagen (bij bacteriofagen die klein genoeg zijn)
- Het debiet is afh van de porie grootte
- Materiaal met poriën: te klein voor MO maar groot genoeg voor vloeistoffen/ gas
- 2 Soorten:
		 Membraanfilters: op spuit zetten of vacuüm systeem
		(cellulose nitraat/ acetaat)
 Dieptefilters (zeer dik -> grote cappaciteit): voor lucht of sterk vervuilde oplossing (HEPA), filter stofzuiger 
(Verschillende lagen cellulose filters)
 Industriële varianten

Straling
- 2 Soorten om te sterriliseren:
 UV-straling: effect = DNA schade want DNA absorbeerd licht bij golflengte van 260 nm -> E uit straling kan schade doen ontstaan
Vrij laag binnendringings vermogen (-> gebruik voor oppervlaktes)
	 Gamma-straling (0,01 nm): korte golflengte -> veel energetischer
= Ioniserende straling -> kan e- uit buitenste schil van atoom stoten  ontstaan radicalen
MO gaat sterven
Kunnen veel dieper doordringen (diepte-sterilisatie)
- Verschil in golflengte
- E die geassocieerd is met straling is omgekeerd evenredig met de golflengte -> hoe korter golflengte, hoe energetischer
	- Gray = hoeveelheid straling die je toedient (om MO te gaan afdoden)
		 Soort afhankelijk

5.2. CHEMISCHE BESTRIJDINGSMIDDELEN
Termen
- Ontsmettingsmiddelen:
	 Antiseptica = om levend weefsel te ontsmetten
	 Desinfectantia = om levenloze oppervlakken te ontsmetten
- Antimicrobieel geneesmiddel: om ziektes te behandelen
	 Antibiotica = geproduceerd door MO (vroeger uit natuurlijke bron)
	 Chemotherapeutica = chemisch gesynthetiseerd

Chemische bestrijdingsmiddelen
[image: Afbeelding met tafel
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- Fenolen: denaturatie vetten en eiwitten (celmembraan vernietigen)
Nt meer gebruikt want toxisch

- Alcoholen: denaturatie eiwitten en oplossen vetten
	 Actief tegen bacteriën, schimmels, … MAAR niet tegen sporen
	 Ethanol, isopropanol
	 Oppervlaktes ontsmetten (of huid)

- Halogeniden en waterstofperoxiden (oxidantia): oxideren FG van enzymen -> enzym w inactief
 Chloor: gas (toxisch), natriumhypochloriet (javel -> actieve site van enzym oxideren), chloramine-T
 Jood: bactericide, fungicide en viricide werking (afdoding) + heeft kleur (isobetadine) + opslag in schildklier
 Waterstofeproxide: oxideert eiwitten en nucleïnezuren, in lage concentraties gebruikt, wondes desinfecteren -> goed tegen endosporen

- Zware metalen en chloorhexidine: 
 Zware metalen: denatureren enzymes want reageren met -SH groepen
	Kwikzouten en zilverzouten
 Chloorhexidine: brede werking -> maakt plasmamembraan stuk
	Mondwater, zeep

	- Detergenten: 
 Oppervlakte actieve stoffen: kationische detergenten werken het best desinfecterend

	- Gassen:
		 Aldehyden
 Ethyleenoxide: macromoleculen alkyleren -> er een alkylgroep opzetten -> molecule inactiveren + nadeel: achterblijvend toxisch gas
 Formaldehyde: methylering AZ en eiwitten -> minder effectief dan ethyleenoxide

- Zuren en basen: verandering in PH -> eiwitten denatureren (bewaarmiddel)
- Kleurstoffen: reageren met eiwitten -> inactief

ANTIMICROBIEEL GENEESMIDDEL

Chemische bestrijdingsmiddelen
- Aangemaakt door MO (eerste was een schimmel -> als ongelukjke)
- MO k stoffen aanmaken waardoor andere MO niet meer kunnen groeien
 Maken dus antibiotica aan (om meer voedingsstoffen voor zichzelf te houden) -> k nt allemaal gebruikt w als GM want sommige toxisch

Werkingsspectrum
= Omvat alle bacteriën waartegen het antibioticum actief is 
- Breed spectrum: actief tegen veel bacterie soorten (gram – en +)
- Smal spectrum: actief tegen 1 of enkele soorten
- Ontwikkeling antibiotica: uitbuiten verschillen tussen PRO en EU

Werkingsmechanisme
- 5 niveau’s waarop antibiotica kan inwerken
	 Inhibitie celwand synthese
	 Inhibitie proteïne synthese
	 Inhibitie replicatie en transcriptie
	 Inhibitie synthese essentiële metabolieten
	 Verstoring plasmamembraan
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- Inhibitie van synthese van essentiële metabolieten:
 Sulfonamides h structuur die vgl met die van para-aminobenzoeenzuur
(PABA -> aanleiding tot vorming nucleotides DNA)
 Sulfonamides binden aan zelfde enzym dat eerste omvorming doet in omvorming nucleotiden
 Competitieve inhibitie (enzyme blokkeren -> geen foliumzuur gesynthetiseerd)

 Breed spectrum
 Nadeel: er ontstaat gemakkelijk resistentie tegen

	- Inhibitie replicatie en transcriptie:
 Fluoroquinolones: synthetisch + remmen DNA gyrase (diende voor het ontwinden van DNA -> nodig voor transcriptie en replicatie  geen aanmaak eiwitten en celdeling)

	- Inhibitie celwand synthese:
		 Celwand bestaat uit peptidoglycaan (via cross-links aan elkaar)
		 Penicilline of cephalosporine (bv): vorming cross-links inhiberen
		 Inhibitoren zijn beta-lactam antibiotica 
 Bactericied: actief bacterie afdoden doordat celwand verzwakt -> bacterie barst door osmotische druk (best tegengram + want celwand is dik)

	- Inhibitie eiwit synthese:
Werken in op ribosomen van bacterie -> niet toxisch voor ons want ribosomen hebben andere structuur
		 Tetracyclinen: werken bacteriostatisch en h breed spectrum
		 Aminoglycosiden: bactericied, microbieel product
		 Macroliden: bacteriostatisch, microbieel product
		 Chlooramfenicol: bacteriostatisch & toxisch voor de mens

	- Verstoring plasmamembraan: 
		 Ook voor ons toxisch! Want beide opgebouwd uit lipiden
		 Beschadigen binnenste- en buitenste celmembraan
		 Bactericied (afdoden)

Problemen
- Nevenwerkingen:
	 Daarom soms pas als laatste redmiddel
	 Mensen k er allergisch aan zijn

- Resistentie: 
	 Bacterie ongevoelig voor antibiotica
	 Sommige tegen bijna alle antibiotica/ chemotherapeutica
	
 Ziekenhuisbacterie = verzamelnaam voor kiemen die meerdere AB weerstaan
= veel voorkomende verwekkers van ziekehuisinfecties 

 Ontstaan: 
A. Structuur waarop AB werkt is niet aanwezig
 Of de structuur is niet aanwezig (bv. mycoplasma h geen celwand -> beta-lactam AB h geen effect)
B. MO ondoorlaatbaar voor AB
 bv. penicilline geraakt niet door buitenmem van gram - bacteriën
C. Inactivatie AB
 Aanmaak beta-lactamases: kunnen beta-lactam openknippen
D. Veranderling doelwit AB
 Mutaties treden op in DNA -> structuren zien er anders uit -> ongevoelig voor AB
E. Ontwikkelen resistente biochemische pathway 
 Rechtstreekse opname van foliumzuur uit omgeving 
F. Efflux AB
 AB opnemen maar onmiddellijk terug naar buiten pompen

 Verspreiding resistentie: selectieve selectie, verkeerd gebruik AB (gebruiken wanneer nt ndoig), te veel gebruik, te lage dosis/ te kort
		
H.6. Bacteriële groei en cultivatie

6.1. BACTERIËLE DELING

Binaire fissie
= Ongeslachtelijke voortplanting waarbij 1 cel splitst in indentieke dochtercellen.
- Stappen:
 DNA replicatie: blang van gyrase: enzyme verantwoordelijk voor de superwinding van DNA
 Cel elongatie: cel is dubbel zo groot geworden -> vorming dochtercellen door insnoering en vorming van septum (FtsZ zorgt voor die insnoering)
	- Belang van vlak waarin deling gebeurd: verschillende vormen van de bacteriën

Generatietijd
= Tijd tussen 2 opeenvolgende delingen (hangt af van soort en omstandigheden)
- Wiskundig berekenen:
	 Nt = N0 (begin aantal) * 2^# generaties 
	 # generaties = tijd/generatietijd 
		Logaritme toepassen aan beide kanten 
log a*b = log a + log b
	log a^b = b*log a
Schrijven als vgl van een rechte
Rico berekenen: y2-y1 / x2-x1

6.2. BACTERIËLE GROEI

Groei
= Vergroting van een organisme
= Toename van het aantal cellen in een populatie (exponentieel)
- In gesloten systeem: groei blijft nt altijd doorgaan
	 Lag fase = periode tussen inoculatie en start van de groei
		 Inoculaite = aanbrengen van bacteriën in groeimedium	
		Duur: hangt af van cultuurgeschiedenis en cultuurvoorwaarden
	 Log fase: exponentieel groeien (zie formule deling)
 Stationaire fase: uitputting nutriënten/ opstapelen toxische metabolieten -> constant # bacteriën
 Sterfte fase: afname in de populatie -> exponentieel
	- In open systeem: continue aanvoer nieuwe voedingstoffen + afvoer oud medium
		 Bacteriën k w gebruikt in industrie
		 Gebeurd in chemostaat = continu cultuurapparaat 

Effect bestrijding bacteriële groei
- Termen: 
 Sterilisatie = doden van alle levende MO op en in bepaald voorwerp tot een zekerheid van 10^-6
Iets wat slecht gereinigd is kan nooit steriel w in een autoclaaf
	 Ontsmetten = ongeweste MO zo veel mogelijk doden/verwijderen
	Want soms kan je iets niet steriel maken 
	 Bacteriostatisch middel = remmen de vermenigvuldiging van bacteriën
	 Bactericide = afdoden van bacteriën
	 Fungistatisch = remmen vermenigvuldiging virussen
	 Fungicide = afdoding van virussen
	 Viristatisch = remmen vermenigvuldiging virussen
	 Viricide = afdoding van virussen
 Decimale reductietijd (D-waarde) = tijd nodig om 90% van de bacteriële populatie te vernietigen
	Hoe schadelijker de behandeling -> hoe korter de D-waarde

Evaluatie wereking antiseptica
Methode 1: MIC:

- MIC-bepaling: verdunningsmethode: bacterie toevoegen aan proefbuizen met verschillende hvl te testen stof -> bij een bepaalde hvl gaat er geen groei meer optreden  is de minimale inhibitorische contratie
- MID = minimale infectie dosis: min # MO dan gastheer moet infecteren om ziekte te veroorzaken
- MTD = minimale toxische dosis: om ziekte te veroorzaken
	
Methode 2: Diffusiemethode of schijfjesmethode

- Start: opgegroeide bacteriële cultuur uitstrijken over petriplaat met daarop schijfjes met middel dat je wilt onderzoeken
- Na het aanbrengen:
	 Product op de schijfjes gaan difunderen: van hoge naar lage conc
	 Groei bacterie

	 Soms inhibitie  hier k geen bacteriën meer groeien
Grootte van de inhibitie-zone hangt af van gevoeligheid van de bacterie
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	- Invloedsfactoren: 
	- Standardisatie is zeer belangrijk
- Richtwaarden zones gevoeligheid door EUCAST


6.3. METABOLISME

= Geheel van chemische reacties in een organisme of cel waarbij stoffen in andere w omgezet
- Katabolische reacties (afbraak + vrijkomen E) en anabole reacties (opbouw + E nodig) 

Indeling obv C-bron
- Nodig om celcomponenten op te bouwen
- Autotrofe organismen: gebruik anaorganische C bron
- Heterotrofe org: organische C bron

Op basis van E bron voor aanmaak ATP:
- Fototrofe org halen E uit licht 
	 Fotoheterotroof: organische component als C bron nodig 
(Pigmenten brengen e- naar een hoger energetisch niveau (door absorberen licht))
		(Protongradiënt gebruiken om ATP te genereren)
	 Fotosynthese 2 types: anoxygene (gn productie O2)  oxygene	(productie O2)
- Chemotrofe org halen E uit chemische verbindingen
	 Chemo-lithotrofe org: E uit anorganische verbindingen
		Enkel bij PRO
		Oxidatie van anorgaische stof
		Meestal autotroof
	 Chemo-organotrofe org: E uit organische verbindingen
		Meestal heterotroof

- Hier zijn combinaties mogelijk

Oxidatieprocessen
- Fermentatie:
	 Glycolyse maar niet verder naar Krebscyclus
	 Geen elektrontransportketen
	 Organische component: zowel donor als acceptor
	 Minder efficiënt als respiratie
	 Verschillende types
- Aerobe ademhaling:
	 Gebruik O2
	 Respiratie = celademhaling
	 Via glycolyse en krebscyclus (elektrontransportketen)
- Anaerobe ademhaling:
	 Ander anorganisch molecule is de finale opnemer 
	 Nitraatademhaling -> nitriet als e- acceptor en nitraat als E bron 
	 Chemolithotroof

6.4. CULTUURVOORWARDEN
= Uitwendige factoren die invloed hebben op de bacteriële groei

Temperatuur (1)
- Effect op groeisnelheid: er is een optimale groeitemperratuur. Lagere temp is minder groei, te hoge temp zorgt voor denaturatie van eiwitten (thermische lysis -> geen groei meer)

- Psychrofiele of kryofiele bacteriën: optimale groeitemp is lager dan 20°C
	 Komen vaak voor op koude plaatsen (grond- en waterbacteriën)
	 Lange generatietijd
 Aangepast dankzij flexibele enzymen, minder stijve membranen (door polyonverzadigde korte vetzuren), bevatten cryoprotectantia (anti-vries proteïnen)

- Mesofiele bacteriën: optimum groeitemp tussen 20-40°C
	 Meeste MO
	 Gematigde troposche streken, in warmbloedige dieren
	 Bv: E. coli

- Thermofiele bacteriën: optimum groeitemp tussen 40-80°C

- Hyperthermofiele bacteriën: optimum groeitemp boven 80°C
	 Archae
	 Korte generatietijd
	 Komen voor in bv: warmwaterbronnen
 Aanpassingen: enzymen met meer cysteine, intern hydrofober (stabieler bij hoge temp), membraan met meer verzadigde vetzuren

	- Thermotolerante bacteriën: kunnen groeien bij zowel hoge als lage temp

PH (2)
- Extracellulaire PH = omgeving 
- Neutrofiele bacteriën: meest voorkomend, tussen PH 6,5-8,0
- Acidofiele bacteriën groeien in optimaal zuur milieu (PH lager dan 6,5)
- Alkalifiele bacteriën groeien in optimaal alkalisch midden (PH groter dan 8,0)

Zuurstofbehoefte (3)
- Obligaat aeroob: 
	 O2 nodig om te overleven
	 Geen fermentatie enzymen (= om E te genereren in afwezigheid O2)
	 Ze moeten enzymen hebben om H2O2 te reduceren 

	- Obligaat anaeroob:
		 Sterven bij aanwezigheid van O2
		 Fermentatie of anaerobe respiratie om aan E te geraken
		 Hebben geen enzymen voor reductie van H2O2

	- Facultatief anaeroob:
		 K zowel met als zonder O2 groeien
		  Hebben dus wel enzymen nodig om H2O2 te reduceren

	- Microaerofiel:
 Groeien bij een lagere conc O2 (minder zuurstof dan er aanwezig is in de lucht)
		 Hebben geen fermentatie enzymen
		 Hebben nog wel enzymen nodig voor reductie H2O2
	
	- Aerotolerant:	
		 Anaeroob, k zuurstof niet gebruiken als terminale e- acceptor
		 Fermentatie en anaerobe respiratie
		 Enzymen nodig voor reductie van H2O2

 Enzymen voor reductie van H2O2
= Nevenproduct gevormd in aanwezigheid van O2
- Zeer schadelijk voor bacterie
- Vorming superoxide radicaal  H2O2  vormt hydroxul radicaal (nog meer toxisch)
- Wat kan gebruikt worden om deze radicalen uit te schakelen:
	 Katalase
	 Peroxidase
	 Superoxide dismutase 

Zuurstofafhankelijkheid van bacteriën onderzoeken
- Gebruik van thioglycolaatbouoillon als medium (vloeibaar met lage conc agar)
	 Om bacteriën makkelijker op de gewenste zuurstofconc te houden
- Redoxindicator aanwezig die aangeeft waar er zuurstof aanwezig is 
- Reductor zal reageren met zuurstof om het te verwijderen zodat medium geschikt is voor alle bacteriën.
- Aanwijzing over soort bacterie

Osmotische effecten (4)
Osmose = fysisch verschijnsel dat in natuurconc altijd gelijk probeert te zijn
- Hypotone oplossing: lagere conc aan opgeloste stoffen in het water dan in de bacterie: osmose gaat water in de bacterie zuigen en deze gaat zwellen en kan barsten
- Isotone oplossing: conc opgeloste stoffen in medium = conc in cel
- Hypertone oplossing: conc opgeloste stoffen in het medium is kleiner dan conc in cel: water gaat uit de bacterie naar het medium -> celmembraan krimpt -> celmembraan komt los van celwand (= plasmolyse)

- Niet halofiel (= niet zout-minnend): meeste MO
		 neemt zoutconcentratie toe -> bacterie groeit niet meer
- Halotolerant: ze tolereren hoge zoutconcentratie
 Groeien beter bij lage conc maar ze blijven wel groeien bij een hogere conc
	- Halofielen: moeten een grote zoutconcentratie hebben om te kunnen groeien
- Extreem halofielen: hebben een optimum bij een zeer hoge zoutconcentratie (+15%)

6.5 VOEDINGSBODEMS
Wat hebben MO nodig om te groeien? 

Macronutriënten
- In relatief grote conc nodig
- Grootte orde g/l
- Koolstofbron (alle org verbindingen), stikstofbron (eiwitten en nucleïnezuren), zwavelbron (in eiwitten), fosforbron (ATP en nucleïnezuren)

- Koolstofbron:
 Belangrijk in voedingsmedium als gist-extract, glucose (k gebruikt w door meeste MO), lactose, sacharose, maltose, …. (w door bepaalde MO gebruikt) -> k gebruikt w om MO te onderscheiden

	- Stikstofbron: 
		 Organische N-bron 
		 Anorganische N-bron
		 PRO in de stikstofcyclus:
Atmosferische stikstof N2  N fixerende MO (N2 -> NH4+)   Nitrificerende MO (NH4+ -> NO2- -> NO3-)  Denitrificerende MO (NO3- -> N2)

Nitrificerende MO: chemo-lithotrofie (E uit anorganische verbindingen)
Denitrificerende MO: nitraat gebruikt in anaerobe ademhaling 
		
		 N2 als N-bron
		 K niet alle MO bv: cyanobacteriën
			Planten k gefixeerde stikstof gebruiken om te groeien
		 Belang: beschikbaar maken voor het leven op aarde

	- Zwavelbron:
		 Organische verbindingen, sulfaat of sulfide
	- Fosforbron: 
		 Altijd anorganische fosforbron

Micronutriënten
= Spoorelementen
- Komen vaak voor als cofactor voor enzymen
- In lage conc nodig
- K, Ca, Mg, Fe, Na

Buffer
- PH moet binnen bepaalde grenzen blijven -> 5,5 – 8
- Vaak fosfaatbuffers 

Additieven
- Groeifactoren:
 Organische componenten die de cel zelf niet kan aanmaken
 Afh van soot MO
 In zeer kleine hvl nodig voor groei
	 Bv: vitamine B12, foliumzuur

- Bloed of serum
 Vaak bij parasitaire bacterie (paarden- of schapenbloed)
 Bij moeilijk te kweken organismen
 Gedefibrineerd bloed = stollingseiwitten zijn eruit verwijderd

- Andere additieven
 Selectieve inhibitoren: antibiotica, kleurstoffen, …  Onderdrukken de groei van bepaalde soorten MO
 Indicatoren: redoxindicatoren, PH indicatoren
	Voedingsstoffen = nutriënten

Vaste en vloeibare bodems
- Om MO te onderscheiden/ tellingen: vast medium gebruiken
- Agar voor vaste platen:
	 Polysacharide uit zeewier, beperkt biodegradeerbaar
	 Inert (verandert nt door omgeving bv), transparant
- Andere gelvormers voor vaste platen: gelatine (lager smeltpunt, k worden afgebroken door MO, mengsel wateroplosbare eiwitten), silica-gel (kijken of bacterie autotroof is -> want bevat niet-organische component, stabiel bij hoge & lage PH)
- Gelvorm voor maken vaste bodems! (petriplaat, recte- en schuine agarbodem)

- Halfvast medium: mobiliteti nagaan, 0,5-0,7% agar

Andere indeling voedingsbodems
- Gedefinieerd <-> complex medium: 
	 Gedefinieerd: exacte chemsiche samenstelling gekend 
	 Complex: samenstelling is nt exact gekend 
Vb: gelyseerde bakkersgist (bevat koolhydraten), pepton (volledig vrij van koolhydraten), vleesextract, sojaboon, …

	- Universele voedingsbodem: 
	= k veel MO groeien
		 Bij omgevingsonderzoek
		 Complex medium met soms nog additieven 
	- Selectief medium: 
		 Laat enkel groei van bepaalde bacteriën toe 
		 Bv: MSA: bijna alleen stafylokokken
			 Hoge zoutconcentratie
- Differentieel medium: 
	 Maakt onderscheid tussen verschillende bacteriesoorten

		Alfa-hemolyse: gedeeltelijke hemolyse (-> grampositieve kokken)
		Beta-hemolyse: volledige afbraak RBC
		Gamma-hemolyse: geen hemolyse

		P 170: bacteriën te kennen!!!

6.6 REINCULTUUR AANLEGGEN

Aanleggen van een reincultuur
- Cultuur = voedingsbodem met gegroeide MO
- Reincultuur = cultuur die uitsluitend MO van dezelfde soort bevat
- Mengcultuur = cultuur die verschillende soorten MO bevat

- 1 kolonie is afkomstig van 1 cel -> heeft dus maar 1 soort bacterie
- Bekomen aparte kolonies: gefractioneerde streepenting
- Opletten voor ocntaminatie! Plaat zo kort mogelijk open doen en in de buurt van de bunzenbrander

6.7 KWEKEN VAN ANAEROBE MO’S

Gaspack systeem
- Incubatie van petriplaten 
- Anaeroob maken door zakje met natriumborohydride -> zal waterstof vormen en reageert met O2 ter vorming van water + katalysator toevoegen
- Controle met methyleen blauw
	 W blauw: aeroob
	 Kleurloos: anaeroob

6.8 BEWAREN VAN BACTERIEN

Bewaring
- Koelkast: 
	 Enkele weken
	 Vaste bodems, boullion 
	 Ondersteboven bewaren
- Invriezen:
	 -20 tot -40°C (soms -80°C -> enkele jaren)
	 Cryoprotectant toevoegen voor bescherming tegen vriesschade
- Vriesdrogen:
	= Lyofilisatie
		 Op kamertemperatuur - jarenlang
 Vraagt meer werk -> suspensie sublimeren onder vaceuüm + cryoprotectans + dichtsmelten
 Makkelijk op te sturen

6.9. TELTECHNIEKEN

Technieken
- Directe methode: tellen op celniveau
 Telkamer: speciaal draagglas met inkepingen -> hierop suspensie -> hierop dekglas met raster (bovenop plaat met gekend volume)
 Voordeel: makkelijk, nadeel: geen onderscheid dood/ levend + kleine cellen gemist of stof meetellen als cel
- Indirecte methode: kolonies tellen op vaste voedingsbodem
 Bepaling kiemgetal: kiemgetal = aantal kolonievormende eenheden per ml staal
 = leefbare cel-tellingen: meerdere verdunningen uitplaten 
 Neem een plaat met een telbaar aantal kol/pl (30-300)
 Voordeel: levende cellen enkel, nadeel: veel werk

Berekeningen: 
Aantal vormende kolonies per eenheid/ ml = #kolonies/uitgeplaat volume (in ml) * verdunningsfactor
Verdunning is nt verdunningsfactor maar het omgekeerde 10^-4 -> 10^4

- Oppervlekteanalyses: RODAC plaat, swabbing techniek, moleculaire methoden
 Spectrofotometrisch: voordeel: eenvoudig en snel, nadeel: indirecte methode – enkel voor suspensies – geen verschil tussen levende en niet levende 
 RODAC = bacteriën op een opp tellen 
	Doel: mogelijks gecontamineerde opp te bestuderen
Nadelen: bij sterke contaminatie: ontelbaar, sommige ontsmettingsmiddelen remmen groei, niet voor onregelmatige opp
		 Swabbing techniek: bacteriën van een opp afvegen (op juiste manier)
+ oplossen in suspensie en daarna via andere methoden de bacteriën uit de vloeistof tellen
Voordeel: onregelmatig opp, verdunning mogelijk
Nadeel: arbeidsintensief, veel manipulaties dus meer kans op contaminatie
	
H.7. Bacteriële identificatie

Identificatie
- Primaire kenmerken:	
 Uiterlijk
 Hemolyse (alfa, beta, gamma) 
bacteriën te kennen
		 Groeivoorwaarden: zuurstof gevoeligheid, temperatuur, PH
		 Morfologische kenmerken: sporenkleuring & gramkleuring
		 Beweegelijkheid: flagellen hun bestaan achterhalen
Via microscopisch onderzoek, halfvloeibare arag of flagellenkleuring je kan inplanting en aantal flagellen zien maar moeilijk uit te voeren)
 Biochemische sneltesten: aminopeptidase test, katalase test (gram +), cytochroom oxidase test, coagulase test (gastheer beschermt zich door fagocytose -> verdediging hiertegen: coagulase enzym  gebruik van plasma) (gn serum want stollingseiwitten zijn eruit) (slide, tube en latex-agglutinatie test)
			Katalase + is nt hetzelfde als gram +

7.4. SECUNDAIRE KENMERKEN – afbraak koolhydraten
Fenol rood bouillon test
- Fermentatie van koolhydraten nagaan
	 E donor en acceptor zijn organische verbindingen
- Verschillende fermentatie producten
- Afbraak koolhydraten (suikers  pyruvaat)
- Nagaan of bepaalde bacterie bepaald koolhydraat kan fermenteren 
(zuurheid testen)
- Benodigdheden:
	 Pepton als stikstofbron -> alkalische eindproducten
	 Suiker -> zuur bij vergisting
	 PH-indicator: fenolrood
	 Omgekeerde Durhambuisjes om gas op te vangen

ONPG-test: 
- Aantonenaanwezigheid b-galactosidase
- Heeft een glycoside binding met galactose zoals lactose ook heeft
- Deze kan door b-galactosidase verbroken w waardoor ipv glucose ortho-nitrofenol gevormd w (test kleurt geel)
		 ONPG heeft opname molecule voor de cel van lactose niet nodig

Voges-Proskauer test
- Toelaten om bacteriën uit Enterobacteriaceae te onderscheiden
	 Vormen andere fermentatieproducten dan E. coli
	- Positief: acetoïne produceren -> roos rode ring

Zetmeel hydrolyse test
- Zetmeel = glucose polymeer (amylase kan zetmeel afbreken)
- Aantonen met lugol: zetmeel zal paars kleuren door aanwezigheid jodide
 Bacterie die zetmeel kan afbreken zal op petriplaat met zetmeel ontkleuren

Acetaatassimilatie-test
= Eenvoudige C-bron
- Test in arme bodem met anorganische N-bron
- In proefbuizen met schuin medium met arme bodem met acetaat als enige C-bron en NH4+ als enige N-bron
- Acetaat  methaan en CO2 (PH omhoog -> indicator van groen naar blauw bij positieve test)

Esculine-hydrolyse test
- Esculine = glucosyde dat in natuur voorkomt
- Bij afbraak: vorming glucose en esculetine (aanwezigheid aantonen door te laten neerslaan met Fe3+  zwart-bruin complex = nt meer fluoriscent
- In galesculine medium (selectief voor enterokokken)
	 Grampositieve kokken
 Commensalen van de darm (ontsteking veroorzaken aan blaas, gal en buikvliezen)

7.5 AFBRAAK EIWITTEN, AZ – DNA

Lysinedecarboxylase test
- Carboxylgroep van een AZ verwijderen (van lysine)
	 Cadaverine gevormd (zeer basisch) -> PH indicator (geel -> paars) 
	 Belangrijk bij pathogene darmbacteriën
- Reactie sneller in anaërobe omgeving
- Bedekken met paraffine

Gelatine vervloeiing
- Stof die een medium vast kunnen maken
- Gelatinase kan medium afbreken

Afbraak DNA
- DNAse breekt DNA af 
- Aantonen met plaats met DNA (kan neerslagen met HCL)
	 DNA aanwezig: w troebel (Dnase negatief)
	 Bacterien met DNAse enzymen: niet troebel
- Streepenting + incuberen overnacht
- Belang om pathogene en niet pathogene staphylococcen te onderscheiden	
	(Zie labo handleiding) Epidermidis niet pathogeen, aureus wel


7.6. AFBRAAK VETTEN

Lecithinase test
- Mogelijkheid van bacterie om lecitine af te breken
- Lecintine = fosfatidylcholine dat  bapaalde bacteriën k afbreken (ook als emulgator)
- Bacterie met lecitinase breekt lecitine af in diglycerine (troebel) en fosforylcholine
- Virulentiefactor
- Belangrijke eig. om Clostridium perfringens te onderzoeken
	 Gram +, staafjes, anaeroob
	 Produceert gas
	 Lecithinase + bacterie (hemolytisch toxine)
	 Dubbele zone b-hemolyse

Lipase test
- Nagaan of bacteriën lipiden k afbreken
- Bevatten veel triglyceriden
- Vetzuren scheiden van glycerine 
	 Korte vetzuren 
- Opheldering als positief


7.7 GEBRUIK N-BRONNEN
Ureasetest
- Snel
	- Ureum splitsen in CO2 en ammoniak
	- Suspensie van bacterie en ureum
	- Incuberen
	- Felroos -> positief
	- Belang in identificatie pathogene darmbacterie

Nitraatreductie test
- Gebruik als stikstofbron
- Terminale e- acceptor in ademhalingsketen -> dissimilatorische nitraatreductie
- Nitraat als N-bron -> assimilatorische nitraatreductie
- Omzetting naar nitriet (deze opsporen)
	 Stikstoffen nitriet en sulfanylzuur aan elkaar gebonden
	 alfa-naftylamine reageert met intermediair 
	 Rood complex
- Sommige bacterien k nitriet gebruiken om verder de reduceren (kan niet meer aangetoont worden in de test terwijl het wel aanwezig was)
 Dus Zn2+ toevoegen (nitraat reduceren tot nitriet  geen nitraat reductase (wel rood kleuren, negatieve test): nog nitraat aanwezig. Geen nitraat meer -> nitriet zal verder gereduceerd zijn (niet rood, test positief))

7.8. KORTE BONTE REEKS

Kligler Ijzer Agar
- Gecombineerd testmedium -> 4 verschillende eig aflezen
- Glucose (0,1%) (koolstofbron)
- Lactose (1%) (koolstofbron)
- Pepton
- Fenolrood: PH-indicator
	 sterkte van de kleur hangt af van de PH (zuur: geel, base: roos)
- Thiosulfaat, (sulfaat)	
- Fe2+: indicator voor S2-

- Enten van KIA:
	 Vertrek van 1 kolonie  zuivere cultuur
	 Zigzagbeweging van onder naar boven op de helling
	 Steekenting tot op een halve cm van de bodem
	 Overnacht incuberen

- Eigenschappen aflezen:
	 Glucosefermentatie: aflezen in de stomp
		Laag % glucose, door fermentatie kleurt het geel in de stomp
Op de helling, verdere oxidatie tot CO2 en H2O, w ook alkalisch  helling blijft rood!

		 Lactosefermentatie: aflezen op de helling
			Ook hier wordt de stomp geel
Op de helling: lactose veel meer aanwezig -> geen neutralisatie -> kleurt geel
			
			Lactose is een disacharide van glucose en galactose 
			 Positief voor lactose -> zwz ook positief voor glucose

 Gas productie: altijd vermelden! Gasbellen, scheuren of omhoog duwen van de bodem

 H2S productie: Thiosulfaat toevoegen omdat sommige bacteriën k reduceren tot sulfide -> Fe2+ toevoegen om dit aan te tonen  zwarte neerslag
Glucosefermentatie is nu moeilijker af te lezen (lactose soms nog wel af te lezen, dan glucose ook), als er gas ontstaat is er ook glucose verginsting (fermentatie)

Triple Suger Iron Agar
- Zelfde als KIA maar + derde suiker: sucrose 1%
- Sucrose & lactose worden beide op de helling afgelezen
- Belangrijk voor identificatie darm bacteriën

Mobiliteit-Indol-Urease
- 0,3% agar  halfvaste bodem
- Ureum
- Fenolrood: PH-indicator
- Tryptofaan (AZ)

- Enten: steekenting met entnaald (gn rondje bovenaan)
- Incuberen overnacht

- Eigenschappen aflezen:
 Mobiliteit: onbeweegelijk (groei langs entlijn), beweegelijk (groei naast entlijn, troebele bodem)

 Hydrolyse ureum (urease): ureum & fenolrood toevoegen  k ureum gebruiken dan gaat PH stijgen door aanmaak ammoniak

 Indol productie: vanuit tryptofaan
Aan de hand van Kovacs-reagens  w roos-rood complex als indol aanwezig is
(laatst aflezen! HCl is een zuur, anders kunnen we niet kijken bij vorige eigenschappen of er een PH stijging is)

Simmons’ citraat
- Citraat is de enige koolstofbodem  h dus ook een citraatpermease nodig, voor opname in de cel (& citrase)
- NH4+ zouten zijn enige stikstofbodem ( arme bodem)
- PH indicator: Broomthymolblauw
- Overgang van groen naar blauw bij PH stijging

- Enten: zigzagbeweging van beneden naar boven (gn steekenting)
	 Niet te veel inoculum gebruiken!
- Incuberen ON
- Positieve test -> blauw, negatieve tes -> groen

- Fecale coliformen: citraatverbuik –
- Niet fecale coliformen: citraatverbuik +

H.8. Virussen

Algemene eigenschappen
- Vorm: 
	 Grootte: veel kleiner dan bacteriën 
- Kunnen niet zelf repliceren -> gn autonoom leefbare structuur
- Geen metabole activiteit 
	 Afhankelijk van een gastheer
- Species-selectief
- Vooral negatieve effecten (sommige k wel pathogene bacteriën uit de weg ruimen)

Bouw virion
- Virion = extracellulaire vorm van het virus
	 Een deel van hun cyclus brengen ze in gastheer door
[image: Afbeelding met tekst, klok

Automatisch gegenereerde beschrijving]	 Kunnen schetsen

- Capside is opgebouwd uit capsomeren (1 of meerdere types)
 Helicale: RNA opgewonden
	 Icosaëdraal
	 Complexe bouw

- Enveloppe:
 Niet aanwezig: naakte virussen
 Wel aanwezig: geënvloppeerde virussen, envelop bestaat uit fosfolipidendubbellaag (want afkomstig van membraan van gastheercel). Bevat glycoproteïnen (helpt bij binnendringen gastcel) (blauwe bolletjes)
 Tegement (nt bij naakt): zone met eiwitten die envelop met capside verbind

	- Genoom: genetisch materiaal in eiwitmantel (en envelop)
		 Bestaat uit NZ (RNA of DNA), meestal 1 NZ molecule
		 Meestal lineair
		 SS of DS
		 10-300 genen (klein)

	- Verschillende groepen:
		 DNA virussen: ds of ss
 RNA virussen: (+)ss -> wordt afgeschreven = mRNA, (-)ss (moet eerst naar + worden omgezet) of ds
 Retrovirussen: RNA retro ((+)ss) -> omgezet door reverse transcriptase naar een ds -> dit wordt ingebouwd in genoom gastheer

Virale replicatie 
Fasen:
- Adsorptie: herkenning van de eiwitten buiten het virus door receptoren op membraan gastheer (zeer specifiek)
- Infiltratie: virus gaat naar binnen
 Endocytose: op zelfde manier als opname voedingsstoffen: vesikel vorming -> membraan stulpt in -> opname
 Fusie enveloppe en membraan -> capside met NZ komt in de cel terecht
 Directe ejectie genoom in gastheercel: virus herkent -> enkel genomisch materiaal komt in gestheer terecht (meestal bacteriofagen)
- Ontmanteling: capside moet afgebroken worden zodat genetisch materiaal vrijkomt
	 Altijd een ontmanteling? 
- Replicatie: nieuwe eiwitmantel & NZ aangemaakt voor eiwitmantel
	 Afhankelijk van het type virus
 RNA: + wordt direct afgeschreven naar eiwitten, - wordt eerst als matrijs gebruikt voor aanmaak + (en gebruikt om nieuwe – aan te maken)
& ds: hiervan + en – analoog aan hierboven
( gwn in cytoplasma)
 DNA: aanmaak mRNA moet door RNA polymerase in de celkern -> mRNA terug naar cytoplasma om eiwitten aan te maken & in kern zelf DNA gerepliceerd om in de eiwitten te steken
 Retrovirussen: +RNA streng -> omzetten via reverse transcriptase naar ds DNA -> integreren in genoom gastheer -> hieruit RNA strengen coderen voor aanmaak eiwitten en genetisch materiaal voor in de eiwitten
	 levenslang aanwezig in genoom gastheer
- Assemblage: viruspartikels vormen in gastheercel
	 Hoe complexer het virus hoe meer werk de assemblage is
- Vrijzetting:
 Naakt: door lysis (virus partikels gevormd en wanneer cel volzit gaat cel kapot en komen viruspartikels vrij)
OF door lysogene cyclus: dsDNA w ingebouwd in chromosoom van gastheer -> wordt mee gedeeld bij elke deling
		Overgang van lysogene fase (niet schadelijk) naar lytische fase  kapot
		OF door exocytose (gastheercel gaat niet stuk)

 Met enveloppe: virale eiwitten bouwen zich in in membraan van gastheer -> virus gaat zich door knopvorming losmaken van de gastheer

Cultivatie
- In vivo: op levende dieren/ planten
- In ovo: bevruchte eieren van 10 dagen van bebroede kippen (wordt geinjecteerd en nadien geoogst)
- In vitro: cel- of weefselculturen

Bestrijding van virussen
- Fysische bestrijdingsmethodes:
	 Autoclaveren
	 Droge hitte
	 UV of gamma bestraling
	 Filtratie (nano)
- Chemische bestrijdingsmethodes:
	 Ontsmettingsmiddelen om eiwitmantel te oxideren of denatureren
 Antivirale geneesmiddelen: lastig want virussen maken gebruik van stofwisseling van gastheercel
	- Preventief: vaccinatie: opwekken verworven immuunrespons
		 Levende verzwakte virus vaccins (pokken virus)
		 Geïnactiveerde dode virusvaccins (polio)
		 Recombinante eiwitvaccins: zuiver antigen (griep)	

VIRUSSEN BIJ DE MENS
Ss (+) RNA virussen
- SARS-CoV-2 = COVID19
	 Zeer klein
	 Enveloppe aanwezig 
Handhygiëne belangrijk -> ontsmettingsmiddel om fosfolipidendubbellaag te breken
 Betacoronavirussen (meestal virussen van dieren), c-lijn eerst niet bekend bij mensen tot 
2002 (SARS-COV -> zeer dodelijk, minder overdracht) afkomstig van katachtigen
2012: MERS-COV: zeer dodelijk, weinig overdracht 
 RNA opgewonden, groene bolletjes zijn N-proteïne -> proteïnen van capsiden (= capsomeer)
- Polio: vaccinatie in belgië verplicht & veroorzaakt verlammingsverschijnselen
- HepA: veroorzaakt leverontsteking
	 Via voedsel, drank -> faecale oorsprong
	 Effectief vaccin 
	 Geen enveloppe
- HepB: leverontsteking, gele verkleuring ogen
	 Via direct contact
 Ernstiger dan A en C -> kan een chronische aandoening w -> leverkanker
 Vaccin
	- HepC: veroorzaakt leverontsteking
		 Via besmet bloed/ naalden
		 Enveloppe
		 Milder dan B, sneller chronisch -> kanker (= onco-virus)
- Rhino: veroorzaakt verkoudheden

SS (-) RNA virussen
- Influenza: griepvirus
	 Jaarlijkse griepepidemie
 Grieppandemie: virus gaat volledig wijzigen, immuunsysteem herkent het niet meer -> meer zieken en doden
 Heeft een enveloppe met antigenen (belang voor herkenning gastcel & voor immuunsysteem)
	Neuraminidase & hemaglutinine
 Tijdens piek: RNA genoom kan muteren -> antigeen proteïnen in enveloppe veranderen ook -> geen herkenning door immuunsysteem
 Pandemie enkel bij A: rechtstreejs overspringen van dierlijk virus 
- Mazelen:
	 Rubeolavirus zorgt voor rode plekken, koorts (soms dodelijk)
	 Enveloppe
	 Overdracht respiratoir
- Bof
- Rabiës (hondsdolheid)
- Ebola: epidemiën blijven lokaal, maar grotere mortaliteit (1/2)
	 Groot virus, met enveloppe, transmissie via lichaamsvocht
	 Inwendige bloedingen, hemorragische koorts

DS RNA virussen
- Rotavirus: vooral bij kleine kinderen, hevige diarree
	 Zonder enveloppe, 3 eiwitmantels, 11 segmenten van dsRNA
	 Heeft verschillende types
	 Faeco-orale besmetting
	 In ontwikkelingslanden zeer dodelijk

DNA virussen
- Papillomavirus
- Adenovirussen
- Herpesvirussen: 
 dsDNA, met enveloppe
 wijd verspreid, kan levenslang aanwezig blijven en reactiveren bij verlaagde immuniteit
 Type 1: koorstblaasjes
		 VZV: koorts + blaasjes -> windpokken (soms complicatie)
			Reactivatie: zeer ernstige letsels
 EBV: klierkoorts, meestal symptoomloos bij reactivatie tenzij verzwakt systeem
- Pokkenvirussen:
	 Met enveloppe, grote virussen
	 Zeer ernstige ziekte! Dodelijk (70% kans)!
 Hiertegen is het eerste vaccin gevonden (koepokken virus beschermt tegen gewone pokken) (had wel nevenwerkingen)
- Hepatitis B virus:
	 Circulair DNA: deels ds en deels ss
	 Overdracht. via bloed, seksueel, moeder op kind
	 Acuut en soms chronisch (kans op kanker)
	 Vaccin

Retrovirussen
- HIV-1 en HIV-2:
 ss + RNA, enveloppe (overdracht moet dus via contact -> seksueel, bloed, naalden, verticaal)
	 Reverse transcriptase
	 = Humaan immunodeficiëntie virus
	 1: pandemie, 2: West-Afrika
 Je bent seropositief als je besmet bent (minder afweer, opportunistische infecties zijn gevaarlijker)
	 Laatste stadium: AIDS -> banale infectie kan dodelijk zijn
	 Ziekteverloop: infectert T-helpercellen (inbouw in genoom) 
		3 Fases: acute fase – asymptomatische fase – AIDs
 Levenslang aanwezig -> kan wel afgeremd worden door combinatietherapie (therapietrouw)

 Preventie: 
- Verticale transmissie -> via keizesnede
- Gedragsverandering -> condoom, beperken seksuele partner
- Testbeleid
- AIDS remmer
- Microbiciden

H.9. Fungi

Structuur van fungi
- Eukaryoten: celwand, membraan, golgi, mitochondriën, ER, kern
- Celwand bestaat uit chitine
- Chemo-organotroof = E uit organische verbindingen halen
- Heterotroof = gebruiken een orgaische koolstofbron
- Vormen sporen (ongeslachtelijke en geslachtelijke)
- 3 morfologische groepen: gistern (ééncellig), schimmels (filamenteus), paddenstoelen (groot vlezig vruchtlichaam)

	- Gisten: 
		 Eencellige
		 Ongeslachtelijke voortplanting door knopvorming of splijting
		 Dimorfe fungi: vertonen schimmel en gistvorm
			Candidiase: overwoekering 
	
	- Schimmels:
		 Meercelligen met uitlopers (= hyfen met verschillende celkernen)
		 Netwerk hyfen = zwamvlok
		 Hyfen: continu of vertakt -> k snel groeien
Cellen gescheiden door een septum (hierdoor kan het cytoplasma stormen)

- Paddenstoelen: voortplantingsstructuren vormen een vruchtlichaam dat boven 
de grond uitkomt

Voedselinname
- Vertering gebeurd extern: enzymes uitscheiden voor vertering: organisch materiaal uitwendig kleiner maken -> oplosbare componenten opgenomen door hyfen van de schimmels
- 3 groepen: 
	 Parasieten: voeden ten koste van de gastheer
 Symbionten: mutualisten: wederzijds voordeel -> op plaatsen waar bijna niets anders groeit
 Saprofieten: afbrekers die dood org materiaal omzetten in bruikbare bronnen van voeding voor andere organismen

Voortplanting
- Fungi: grotendeels haploid in hun cyclus
- Ongeslachtelijke voortplanting
 Via fragmentatie van mycelium -> kleine stukjes k uitgroeien tot nieuw mycelium
 Knopvorming -> zorgt voor littekens
 Vorming ongeslachtelijke sporen 
	- In sporangium orgaan
	- Door fragmentatie van hyfen waarin ze gegroeid zijn
	- Conidiosporen: sporen gevormd aan tip hyfen (extern)
		Penseelschimmels & kwastschimmels (huid & haarziekten)
- Ongunstige omstandigheden -> geslachtelijk
	 Zygosporen
	 Basidiomyceten: sporen zitten op steeltjes
		Champignon
 Ascomyceten: sporen vormen in zakjes, vruchtlichaam dat zakjes bevat is ascocarp (ascus)
	Zakjeszwammen
	Economische belangrijke fungi

Voorbeelden fungi

H.10. Protozoa
= Eukaryote micro-organismen, eencellig, heterotroof (organische C-bron), geen celwand, ingewikkelde levenscyclus, manier van voeden: fagocytose

Amoeben
- (= wortelpotigen) 
- Amoeboïde beweging
- Pseudopodia = uitstulping in cel door cytoplasmatische stroming
- Leven in zoet water
- Parasiet bij de mens:
	 Entamoeba histolytica (in besmet water of voedsel)

- Entamoeba histolytica:
	 Amoebe vorm komt vrij in de darm
	 Cyste vorm is de infectieuze vorm -> verspreiding
 	 Amoebische dysenterie (diarree)
	 Bloederige diarree
	 Daeco-orale overdracht
 Vooral in (sub)tropen want door onhygiënische condities cyste in drinkwater/ voedsel 
 2 mogelijkheden: slijmvlies infecteren (soms via bloedbaan de lever beschadigen) OF via stoelgang naar buiten en andere personen infecteren

Flagellaten
- Beweging via flagellen (zweepdraden)
- Niet helemaal hetzelfde als bij bacterie: 
[image: ]- Leven in zoet water
- Vaak parasieten bij dieren
- Parasieten bij mens:
- Trypanosoma brucei:
	 Slaapziekte
 Verwarring, lijdt tot dood als niet behandelt
 Overdracht door C.T. vlieg
	- Giardia lamblia:
		 Via water of voedsel 
		 Kosmopolitische parasiet (wereldwijd)
		 Diarree bij kinderen of reizigers
 Trofozoiet: peervormig: zuignapjes waarmee ze zich vasthechten zorgt voor slechte opname voedsel
		 Cyste: infecteuze vorm
		 Geneest bij ons meestal spontaan, soms chronisch

[image: ]Ciliaten
- Beweging & vasthechting via cilia
- Microtubuli korter dan flagellen
- Pantoffeldiertje

Sporozoa
- Onbeweeglijk
- Plasmodium: 
 Verantwoordelijk voor malaria -> dodelijk
 Intermitterende hoge koorts, mildvergroting (want parasiet van RB), anemie, koude rillingen
 Overgedragen via Anopheles mug: heeft een complexe levenscyclus: seksueel in de mug, aseksueel in de mens
	- Toxoplasma gondii: toxoplasmose
		 Cyclus deels in kat (eindgastheer), deels in ander dier of mens
		 Meestal beperkte symptomen
		 Zwangere vrouwen oppassen -> foetus (doodgeboorte, …)

H.11. Prionen
= Eiwitten die infectieziekte k veroorzaken
= Kleine eiwitachtige deeltjes die gezonde eiwitstructuren ombouwen tot zieke vorm (abnormale vouwing -> overgeven door interactie) -> verkeerd gevouwen kunnen niet meer afbreken -> stapelen op in zenuwstelsel -> dood
- Bij de mens: Ziekte van Creutzfeld-Jacob
- Bij runderen: BSE = de gekke koeienziekte
- Prionen zijn zeer weerstandig tegen sterillisatieprocedures 
- Overdracht:
	 Dieren: vleesbeendermeel op basis van dierlijk afval
	 Via bloed
	 Eten van hersenen, ruggenmers, amandelen, … van besmette dieren
	 Lange incubatietijd (2-18 jaar)
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Tabel 2: Vergelijking tussen DNA in eu- en prokaryoten

Eukaryote cel

Meerdere chromosomen
Lineair

In kem (nucleus)

Groot genoom
Supercoiling rond histonen

Prokaryote cel
Meestal 1 chromosoom

Meestal cirkelvormig

Geen kem (nucleoide = kernzone)
Kleiner genoom
Supercoiling door DNA gyrase

DNA niet omgeven door eiwitten
(Geen introns
Transcriptie meerdere genen tegelijk
Transcriptie en translatie gekoppeld

Replicatie + binaie fissie
plasmiden
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Invioedsfactoren:
Diffusiesnelheid product (hoe sneller > hoe groter inhibitiezone)
Groeisnelheid bacterie (hoe sneller > hoe kleinere inhibitiezone)
Dikte voedingsbodem (dunner - grotere inhibitiezone)
Samenstelling voedingsbodem (inhibitoren, pH,...)
Inoculum (meer = kleinere inhibitiezone)
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