Orvosi mikrobioldgia gyakorlatok Ill. éves AOK hallgatdk részére
2020/2021-es tanév, I. félév

1. hét |Szept. 09, 10, 11

1. Bevezetés: A targgyal kapcsolatos tudnivalok. Mikrobioldgiai laboratériumok felépitése, szer-
vezeése, tipusai. A fert6z6 laboratériumi munka szabalyai, eszk6zei. Tlizvédelmi és mun-
kavédelmi ismeretek. Jegyz&konyvek kitoltése és alairasa.
2. Mikroszkdpos morfoldgia, a mikroszkdpos vizsgalatok informacidtartalma
Elvégzendd feladatok:
A. Nativ készitmények
Laposcsepp és fliggdécsepp
- baktérium (Proteus), gomba (élesztd) szuszpenzidbdl és szénaazalékbol
Vitalis festés — élesztd szuszpenziobdl
B. Festett készitmények
Kenetkészités
- Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, Candida albicans
Egyszeri festés (metilénkék) - C. albicans
Gram-festés
- E. coli, S. epidermidis, B. cereus
Mintakenetek: Klebsiella pneumoniae tokfestés (tus) és Gram pozitiv + Gram negativ baktériu-
mok ,vegyes” kenet

Feladat: Sajat és mintakenetek értékelése: mikroszképos morfolégia leirasa
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2. hét Szept. 16,17, 18

A baktériumok tenyésztése |.: Tenyésztés és telepmorfoldgiai vizsgalatok
1. A bakteriologiai taptalajok készitésének szabalyai
Folyékony és szilard taptalajok, transzport kozegek és taptalajok, dusitoé tap-
talajok
Taptalajok bemutatasa: dextrézos bouillon, husos dusité, baktériumok néveke-
dése folyékony taptalajban
2. Az aerob és anaerob tenyésztés paraméterei, eszkozei (anaerostat, viasz

(thioglikolat, Holman) lezaras, kémiai moédszerek (gas-pack rendszerek COz,
H2/CO2)

3. Baktériumok tenyésztése kisérleti allatokban és €16 sejteken
4. Differencial0, szelektiv taptalajok fogalma
Laktézbontas vizsgalata - eozin-metilénkék taptalaj
5. A szintenyészet, izolatum és a torzs fogalma, készitésének mddszerei.
6. A transzport kdzegek és transzport taptalajok fogalma (Stuart transzport k6zeg)
7
8

. Telepmorfolégiai vizsgalatok

. A csiraszam, telepképz6 egység (CFU) fogalma, meghatarozasanak kulonféle mod-
szerei

Elvégzendd feladatok:
e Taptalajok dntése: szalas agar bemutatasa, alkalmazasanak oka, magas- és ferdeagar,
agarlemez, valamint véres- és csokoladéagar

e Az atoltas gyakorlasa bouillonba, agarlemezre, ferde-, magasagarra: S. epidermidis, E.
coli tenyészetbdl

Mintatenyészetek: Staphylococcus aureus, S. epidermidis, B. cereus (agar, véres agar);
Streptococcus pyogenes, S. mitis, S. pneumoniae (véresagar); Klebsiella sp., Proteus sp.,
Serratia sp., P. aeruginosa, (agarlemez); H. influenzae (csokoladéagar).

Feladat: A gyakorlati terem levegd-csiratartalmanak vizsgalata véresagar taptalajon
(4 db véres agar lemez, 2 db 5’ nyitva, 2 db 60’ nyitva, majd inkubalas 20°C, 37°C-on.
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3. hét Szept. 23, 24, 25

El6z6 heti mintatenyészet atoltasok makroszképos értékelése, telep morfoldgia leirasa
1. Sterilizalas
A./ Kéznapi, kérhazi és laboratériumi fertéz6 anyagok keletkezése, kezelése, tarolasa, jelzése,
megsemmisitése
B./ Sterilizal6 modszerek bemutatasa
(a) Kémiai (gazsterilizalas, plazmasterilizalas)
(b) Fizikai (szaraz hé, forré telitett vizgéz (autoklav), y-sugarzas
(c) A prionok inaktivalasanak paraméterei
C./ Baktériummentesités sziiréssel
D./ Sterilizatorok helyes miikodésének és a sterilezés hatékonysaganak ellenérzése:
(a) Fizikai: a sterilizalas paramétereinek monitorozasa (héméré, manométer)
(b) Kémiai (festékek, szalagok)
(c) Biologiai (Bacillus spp. sporak)
2. Dezinficialas
A./ Kéz- és borfertotlenités moédszerei (higiénés kézfertbtlenités, sebészi bemosakodas, az
operacios terulet fertétlenitése)
B./ Dezinficiensek (tablazatok és kémcsdvek)
C./ Orvosi miiszerek és eszkozok fertétlenitése, megsemmisitése (timegsemmisitd, ége-
tés)
D./ Fert6z6 valadékok fertétlenitése
Feladat: Leoltas kézrdl, korom aldl véres taptalajra fertétlenité szeres kézmosas el6tt és utan
3. Konzervalas
4. Gyégyszerek mikrobioldgiai ellendrzése
Sterilitasi vizsgalatok, pirogenitasi vizsgalatok (,Limulus Amebocyte Lysate” LAL)

Feladat: EI6z6 héten elvégzett levegd csiratartalom vizsgalata, kiértékelése (k6zésen), eredmé-
nyek leirasa (telepek szama, morfoldgiaja)
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4. hét Szept. 30, Okt. 01, 02
Antibiotikumok és antimikrobas kemoterapia

Feladat: Az el6z6 heti kéz/korom leoltasok értékelése, kitenyészett baktériumok makroszko-
pos leirasa

|. Antibiotikumok és kemoterapias szerek mikrobioldgiai vizsgaldmodszerei

1. Baktériumok kemoterapias szerek és antibiotikumok iranti érzékenységének vizsgalata
(A) Higitasos modszerek: MIC-, MBC-meghatarozas mikro- és makrodilucioval
(B) Diffuziés mddszerek: lyukasztasos és papirkorong
(C) Higitasos-diffuziés modszer: E-teszt

2. Kemoterapias szerek és antibiotikumok ertékmeérésének vizsgalé modszerei
(A) Diffuziés médszer: Szérum antibiotikum-szint meghatarozas (monitorozas)
(B) Higitasos mddszer: ismeretlen antibiotikum koncentracioju oldat higitasi sora és is-
mert koncentraciéju higitasi sor 6sszehasonlitasa teszt baktériumon

3. Baktériumok antibiotikum-érzékenységének bemutatasa korondiffuziés (Bauer-Kirby)

modszerrel
Példak a természetes érzékenységre: penicillin korong S. pyogenes, természetes re-
zisztenciara: penicillin korong E. coli, vancomycin korong Haemophilus influenzae te-
nyészeten; a keresztrezisztenciara: penicillin, oxacillin, cephalosporin korong MSSA és
MRSA tenyészeten, a polirezisztenciara: P. aeruginosa, E. faecalis

4. Kenet: L-forma nativ készitményben

Feladat: Antibiotikum érzékenység meghatarozasa antibiotikum korongokkal és E-teszttel.
(S. aureus MSSA és MRSA, E. coli, Proteus sp. Pseudomonas Miller-Hinton taptalajon)
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5. hét Okt. 07, 08, 09

Antibiotikum rezisztencia, szerolégiai reakciok és tipizalo eljarasok

Feladat: EI6z6 heti leoltasok értékelése antibiogram leolvasasa, EUCAST hatarértékek bemu-
tatasa www.eucast.org Clinical breakpoint meniipontban excel tablazat alapjan
Legfontosabb rezisztens kérokozok
MRSA, MRSE, ESBL: Klebsiella, E. coli, MBL: Pseudomonas
Fluorokinolon rezisztencia: Klebsiella
vancomycin rezisztencia: Enterococcus, Staphylococcus
Szeroldqgiai reakciok és tipizalo eljarasok
ll. Szeroldgiai reakcidok
1. Agglutinaciok
(A) Targylemez agglutinacié /kvalitativ/ (E. coli), gyakorlasa (polyvalens savo)
(B) Csbsorozat (Widal tipusu) agglutinacioé /kvantitativ
2. Precipitacio
(A) Folyékony kdzegben: korong (bemutatas), quantitativ (dia), flokkulacio (dia).
(B) Agar-gélben (immundiffaziés moédszerek): kétdimenzios, immunelektroforézis (dia)
3. Immunfluoreszcens modszerek: direkt- és indirekt-1F
4. ELISA
5. Immuncitolitikus reakciok: bacteriolysis, haemolysis, valamint komplement titralas, komple-
mentkotési reakcio (KKR) Takatsy-lemezen,
6. Western blott technikak
7. Immunkromatografia (C. difficile, Legionella)
8. A szeroldgiai reakcidk eredményének értékelése (antitest termelés dinamikaja, savépar
jelentdsége)
9. Tipizal6 eljarasok: fagtipizalas; szerotipizalas, PFGE; szekvencia tipizald eljarasok —
MLST, MALDI-TOF
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6. hét Okt. 14, 15, 16

Gram-pozitiv coccusok I: Staphylococcus
1. Micrococcus sp. és Staphylococcus sp. torzsek elkulonitése:
(b) OF-teszt: Micrococcus (O+F-), Staphylococcus (O+F+)
2. Mintatenyészetek:
S. aureus, S. epidermidis S. saprophyticus: agar és véresagar taptalajon, S. aureus dext-
rézos bouillonban
3. A staphylococcusok jellemz6 biokémiai reakcioi
(a) Katalaz-reakcidé
(b) Koagulaz tesztek: cs6-, targylemez (clump), kereskedelmi kittek. A clump teszt elvég-
zése kereskedelmi kittel S. aureus (+) és S. epidermidis (-) mintabdl
(d) A S. saprophyticus (R) és S. epidermidis (E) novobiocin R/E bemutatasa
4. Antibiotikum érzékenység bemutatasa:
(@) S. aureus: MSSA és MRSA-torzsek bemutatasa cefoxitin koronggal, mecA-gén PCR-
modszerrel (gélfényképek)
(b) Koagulaz negativ MS és MR staphylococcus torzsek: a keresztérzékenység és a kereszt-
rezisztencia demonstralasaval
5. Fagtipizalas elve és egy készitmény bemutatasa
6. Mintakenetek: Staphylococcus sp. és Micrococcus sp. Gram-szerint,

9

7. hét Okt. 21, 22, 23 (Nincs tanitas!!)

Feladat: el6z6 heti leoltasok értékelése
Gram-pozitiv coccusok Il:
1. Streptococcus pyogenes és S. agalactiae
(a) Mintatenyészetek: véres taptalajon
S. pyogenes bouillonban
(b) Lancefield tipizalas
(c) CAMP-teszt: S. agalactiae (+). S pyogenes (-)
2. S. pneumoniae és S. mitis
(a) Mintatenyészetek: véresagar taptalajokon
(b) optochin érzékenység vizsgalata: S. pneumoniae (E) és S. mitis (R)
(c) Epeoldas vizsgalata (Na-dezoxikolat): S. pneumoniae (+) és S. mitis (-)
(d) A S. pneumoniae szeroldgiai azonositasa targylemez agglutinaciéval (Slidex Pneumo kitt
doboza és félia)
(e) Oltéanyagok (Pneumovax, Prevenar 13)
3. Enterococcus faecalis
(a) Mintatenyészetek: véres agar taptalajon
(b) Az E. faecalis ndvekedése 6.5 % NaCl-ot tartalmazé taptalajon 45 °C
(c) Az E. faecalis Uricult Plus taptalajon
5. AST, CRP (a kittek dobozai és foliak)
6. Antibiotikum érzékenység bemutatasa
(a) S. pyogenes (kiemelni: penicillin érzékenység, makrolid rezisztencia)
(b) E. faecalis (kiemelni: cefalosporin rezisztencia, vancomycin érzékenység, ampicillin és ami-
noglikozid, vancomycin és aminoglikozid szinergizmus)
7. Mintakenetek: S. pyogenes, S. pneumoniae Gram-szerint festve
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8.hét Okt 28, 29, 30

Szerdai csoportoknak az el6z6 heti tananyag is!
Szabalytalan nem spéraképz6 Gram-pozitiv palca:
Corynebacterium
(A) Corynebacterium diphtheriae Loffler és Clauberg taptalajon
(B) Virulenciaproba (Elek-préba) a toxint termelé és nem termel6 C. diphtheriae torzsek elkilo-
nitésére (dia), ROmer préba (dia)
(E) Oltéanyagok (DPT, DT, ill. antitoxinok)
Mintakenetek: C. diphtheriae Neisser-szerint festve fixalt keneten
Szabalyos nem spéraképzé Gram pozitiv palcak:
(A) Lactobacillus
(a) Mintatenyészet: Rogosa-agar
(b) készitmény: pro és prebiotikumok, Bonolact
(c) Mintakenet: Lactobacillus sp.
(B) Listeria monocytogenes agar és véresagar taptalajon
(C) Erysipelothrix rhusiopathiae
Feladat: Neisser-festés lépései és elvégzése fixalt kenettel
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9. hét Nov. 04, 05, 06

Feladat: Sajat orr/torok leoltasa véres, csokoladé és clauberg agarra

Gram-negativ coccusok
(A) Neisseria genus és Moraxella
(a) N. meningitidis, ,N. pharyngitidis” tenyészetek (agar, véres agar, csokoladé és specialis
taptalajokon)
(b) Oxidaz préba bemutatasa és elvégzése agar taptalajon apatogén Neisseria sp-vel
(c) A Gonoline mintavételi és tenyésztési rendszer bemutatasa (a kitt doboza és folia)
(d) Mintakenetek: Neisseria sp. (szintenyészetbdl) Gram-szerint festve, gonorrhoeas va-
ladék metilénkékkel festve
(f) Wellcogen video (meningitis ag kimutatasi gyorsteszt)

Gram negativ coccobacilusok
(A) Haemophilus genus
(a) Mintatenyészet: H. influenzae csokoladéagaron
(b) Dajkajelenség véresagar taptalajon: H. influenzae
(c) H. influenzae (XV+) és H. parainfluenzae (XV+, V+) X- és V- faktorkorongokkal
(Sims) agar taptalajon
(d) Vancomycin rezisztencia bemutatasa, ampicillin, amp+klav érzékeny és rezisztens H.
influenzae torzsek bemutatasa (korongdiffuzio)
(e) Oltéanyagok (pl. Act-HIB, Hiberix, PedvaxHIB doboza és leirasa)
(f) Mintakenet: Haemophilus sp. Gram-szerint festve
(B) Bordetella genus
(b) Steril Bordet-Gengou taptalaj Bordetella spp. tenyésztésére
(C) Brucella genus
(a) Wright reakcié bemutatasa.
(D) Francisella genus és Y. pestis

Gram negativ pleomorf palca
Acinetobacter genus
Acinetobacter mintatenyészet

Gram-negativ aerob palcak
(A) Pseudomonas genus
Mintatenyészet: P. aeruginosa agar- és véresagar taptalajon,
(a) oxidaz reakcio elvégzése targylemezen
(b) Pigment extrakcio kloroformmal
(c) P. aeruginosa OF-taptalajon (oxidativ glik6zbontas)
(d) Antibiotikum érzékenység vizsgalata: valamint polirezisztens P. aeruginosa
(B) Legionella genus
(a) Steril BCYE (Buffered Charcoal Yeast Extract) agar és Legionella pneumophila minta-
tenyészet, BinaxNow teszt
OLTOANYAGOK (kételezd: DPT, HiB; lehetdség: tularémia, brucellosis, Meningococcus), ol-
tasi naptar
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10. hét Nov. 11,12, 13

Az el6z6 heti leoltasok értékelése
Gram-negativ fakultativ anaerob palcak
1./ Enterobacteriaceae

(A) E. coli, Klebsiella, Proteus, Serratia
(@) E. coli agar és EM taptalajon
(b) A Proteus rajzasa agar, és EM (rajzasgatioval és a nélkil) taptalajon
(c) Klebsiella sp. agar és EM taptalajon
(d) S. marscescens agar taptalajon (vorés pigment!)

(B) Salmonella, Shigella, Yersinia
(@) S. typhi és E. coli brillantzdld és S. typhi bizmut-szulfit taptalajon
(b) Salmonellak, Shigellak biokémiai reakcioi (biokémiai sorok, médositott Russel-taptalaj)
(c) Gruber-Widal reakcio
(d) Oltéanyag: monovalens typhus vaccina
(e) Shigella sp. és E. coli EM és DC taptalajon
(f) Y. enterocolitica DC taptalajon
(g) Valadékveételi tartalyok (széklet tartaly)

(C) Biokémiai tesztek és differenciald/szelektiv taptalajok bemutatasa
(a) Ureum-bontas (Christensen-, U-I taptalaj, + Klebsiella sp.)
(b) Indol-képzés (U-I taptalaj, + E.coli)
(c) Hz2S képzés (H2S-magas agar, bizmut-szulfit taptalaj, + Proteus, Salmonella)
(d) Cukorbontas és gazképzés (TSI-taptalaj)

(D) Mintakenetek: E. coli Gram-szerint festve, L-forma, tok kimutatasa (tus készitmény Klebsiella
sp.)

2./ Vibrionaceae
TCBS taptalaj
(a) A kolera elleni védéoltas kritikaja

Feladat: Targylemez agglutinacié (E. coli), gyakorlasa, szerotipizalas (polyvalens + specifikus
savo/k/)
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11. hét Nov. 18, 19, 20

Gram-pozitiv spérasok baktériumok

A. Gram-pozitiv aerob spéras baktériumok: Bacillus genus
(a) Bacillus cereus agar, véres agar és tojas taptalajon (lecitinaz +)
(b) Mintakenetek: Bacillus sp. Gram-szerint festve

B. Gram-pozitiv anaerob sporas baktériumok: Clostridium genus
(a) C. tetani és gazgangréna clostridiumok Holman és tioglikolat taptalajon
(b) C. perfringens szelektiv anaerob véresagaron (SAVA)
(c) Oltéanyagok, antitoxinok (TANAT, TETIG 500, Gazoédéma elleni savok, Antibotulique

serum)

(d)_Mintakenetek: C. tetani és gazgangréna clostridiumok Gram-szerint
(e) C. difficile: CCFA agaron és gyorsteszt

Microaerofil baktériumok
(A) A mikroaerofil tenyésztés paraméterei €s modszerei (anaerob jar a kilonbdzé gazfejlesztd
tasakokkal)
(B) Campylobacter, Helicobacter
(b) Mintatenyészetek: Campylobacter sp. és Helicobacter pylori tenyészet bemutatasa
(b) Gyorsdiagnosztikai médszerek bemutatasa
(c) Radioaktiv urea kilégzési teszt (folia)

Obligat anaerob baktériumok
Bacteriodes-csoport, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium és Peptostreptococcusok (Fi-
negoldia magna)
A. Anaerob tenyésztés modszerei: anaerostat, viasz (thioglikolat, Holman) lezaras, kémiai
modszerek
B. Nem spéras obligat anaerob baktériumok
(a) ldentifikalas zsirsav spektrum alapjan, MALDI-TOF
(b) Anaerob baktériumok antibiotikum érzékenységének vizsgalata agarhigitasos, illetve E-
teszt modszerrel
C. Mintakenet: Plaut-Vincent angina

Videofilm: Anaerob fert6zések
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12. hét

Nov 25, 26, 27

Savallé Gram-pozitiv palcak
1. Mycobacterium genus
(a) M. tuberculosis Lowenstein, Sula taptalajokon
(b) Apatogén és atypusos mycobacteriumok Léwenstein taptalajon
(c) A PCR-technika és gyorstesztek hasznalata a tbc diagnosztikajaban (félia)
Mintakenet: direkt Koch-pozitiv kopet Ziehl-Neelsen-szerint festve
Oltéanyagok (BCG), oltasi naptar
Tuberculin reakcio elve, értékelése, kritikaja (dia)
Valadékvételi tartalyok

2. Nocardia genus — lezart petricsészében
3. Actinomyces - lezart petricsészében, mintatenyészet véres agar taptalajon
4. Streptomyces sp.

Mintatenyészet: Streptomyces sp. agar taptalajon

Feladat: Ziehl-Neelsen festés elvégzése fixalt keneten
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13. hét Dec. 02, 03, 04

Spirochaetak
1. Treponema genus
(a) Lues szerologia: CL, RP), VDRL, RPR bemutatasa és folia a specifikus reakciokrol: FTA,
TPHA, TIT (Nelson)
(b) Lues molekularis diagnosztikaja (PCR, sy-immunkromatografia)
(c) Mintakenet: Plaut-Vincent angina
2. Leptospira genus
(a) fixalt leptospira kenet ezust-impregnacioval
(b) Steril Korthof taptalaj és Leptospira tenyészet Korthof-taptalajon

3. Borrelia genus
(a) Kullancs, kullancscsipesz, a kullancs eltavolitasanak szabalyai
(b) ELISA és PCR

Gyakorlati vizsga: mintakenetek felismerése mikroszkdp segitségével
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14. hét Dec. 09, 10, 11

1. Rickettsiak
Rickettsia prowazekii
(a) ruhatetl diapozitiven
(b) tenyésztési lehetéségek (embrionalt tojas, szovetkultura)
(c) Weil-Félix reakcio
2. Chlamydiak
(a) Mintavételi eszk6zok és technikak (féliak is)
(b) Tenyésztés (steril McKoy-sejtkultura)
(c) Ellenanyag kimutatas: IF-képek, ELISA
3. Mycoplasmak
(a) Tenyésztés: steril és leoltott folyékony Mycoplasma taptalajok (BEA, BEG, diapozitiv
Mycoplasma sp. telepmorfolégiardl szilard taptalajon
Ellenanyag kimutatas: ELISA, IF
Mikroszkopos gyakorlati vizsga?!

Budapest, 2019.09.01.

Dr. Szabé Déra
intézetigazgato
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