Gyakorlati vizsga




I. Steril taptalajok



1. Boutllon, 2. Ferde agar, magas agar
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4. Dusito taptalajok: husos bouillon
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3., 3., 6.: Lemez agar, veres agar €S
csokolade agar

Uninoculated chocolate agar plate



7. Szelektiv es differencialo taptalajok
c. Eozin metilénkék (EMK)
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Laktoz + telepek

Laktéz - telepek



8. Hemokultura palackok

NEGATIVE. . . POSITIVE.. . .

RESULTS AT
A GLANCE




9. Virus transzport taptalaj

Virus Transport Medium

NAME

WARD ofr PR, «iicaiaiiaiiin DATE icasisanensvadai

TR csesssareiisa SN i SR AN pE PR SATS S PR
Exp:08/01
eak / cut swab into medium - Dispatch {o:
Canterbury Health Laboratories




I11. Tenyészetek



1-2-3. Staphylococcus aureus és S.
epidermidis agaron ¢és véres agaron




4. S. epidermidis (E) és S. saprophyticus
(R) novobiocin koronggal




5. Streptococcus pyogenes veres
agaron
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Tlszurasnyi telepek,
eros béta-hemolizis!




6. Str. mitis veres ¢s csokoladé agaron




7. Streptococcus pneumoniae véres
agaron (optochin E)




8. Haemophilus influenzae
csokolade agaron
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,,Harmatcsepp-szerti” telepek,
erds takonyszag!



9/12. E. coli és Klebsiella agar lemezen




9/12. E. coli és Klebsiella EMK

Escherichia coli (25922)




10. Proteus agar lemezen (rajzas!)
¢s eozin metilenkek taptalajon




11. Pseudomonas lemez agaron
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Pseudomonas aeruginosa

e 7Z0ld pigment!!!
« Kellemes illat
« Mukoid telepek



13. Salmonella bizmut szulfit
taptalajon




16. TSI taptalaj
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uninoculated  Pseudomonas almonella Escherichia

control aeruginosa Shigella sonnei typhi coli mirabilis
ASM MicrobelLibrary.org®Chamberlain




17. Ureaz teszt (Christensen taptalaj)

* NH,-CO-NH, (ureum) —
CO, + NH; (ammonia)

* Christensen meédium: :
11z o e P-il‘ﬂ ‘\\‘
indikator (fenolvoros) - ‘ W i
!_

— ureaz +: "
4 ° V4 \ a’ | ¢ )
— ureaz -: citromsarga a2 | 05,05

»
.h
Ame

Ureaz +: Proteus, Klebsiella, Helicobacter




18. Corynebacterium Clauberg ¢€s
Loftler taptalajon

Loeffler's Serum

for Corynebacterium Diphtheriae

Clauberg Loffler



19. Mycobacterium tuberculosis
Lowenstein-Jensen taptalajon




20. Leptospira Korthof taptalajon




21. TCBS taptalaj

Vibrio cholerae



22. B. cereus agaron €s veres agaron




23-24. Clostridium tetani ¢s C. perfringens
Holman ¢s thioglikolat taptalajon







I1I. Reakciok és modszerek



1. Widal-tipusu csosorozat agglutinacio

(a) Gruber-Widal: hastifusz (Salmonella)

(b) Weil-Felix: kiiitéses tifusz (Rickettsia) , Proteus 0>|<19
(c) Wright: Brucella antigénnel!
80 '1:16_h ;32_11
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Titer: az a legkisebb mennyiségli antitest, ami még
pozitiv reakciot képes eredmenyezni !!!



Paul-Bunnell reakcid

» Mononucleosis infectiosa
eseten

« EBV: P-B pozitiv

« CMV: P-B negativ

 Beteg ellenanyaga birka
vOrosvertestet kicsapja




2. WWasserman teszt,
szifilisz (KKR)

Pozitivitas: "
nincs hemolizis S
titeremelkedés
' 1-hez képest:
. . . n . i fertozeés
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3. Hemagglutinacio gatlas (Rubeola)

NEG K POZK Asavopar 1. | Asavopér 2. | B savopér 1. B savopéar 2. B savd 2. B savd 2.
minta minta minta minta int:

hemagglutinacio

P
<

hemagglutinacio
gatlas

A




3. Hemagglutinacio (HA) ¢s -gatlas (HAG)

hemagglutinacio

hemagglutinacio
gatlas

Komplement kotesi reakcio

hemolizis (-)

nincs hemolizis

(+)







HIV szurés

A HIV szlrésnél az els6 vizsgalathoz a legmagasabb szenzitivitasu
tesztet kell alkalmazni, peldaul 4. generacms enzim Immuno-assay-t,
amely egyidejtileg alkalmas a HIV-1 és HIV-2 eIIenanyagok valamint a
HIV-1 p24 antigén kimutatasara. Az egyértelmiien negativ eredmeny
kiadhato. Hatarzonaba eso vagy reaktiv* minta esetén a vizsgalatot 2
parhuzamos vizsgalattal meg kell ismételni. Ha mindkét vizsgalat
negativ, akkor az eredmény kiadhatd. Ha az ismételt vizsgalat soran a
parhuzamosan végzett ket vizsgalat koziil legalabb az egyik nem
negativ, akkor a vizsgalt szemelytol masodik mintat kell kérni €s
mindkét mintat a verifikalo laboratoériumba kell kiildeni.

*amig a verifikalas nem torténik meg, nem nevezhetjiik pozitivnak



A kovetkez0 betegeken mutatjuk be a HIV-diagnosztikat:

T-81 minta: 45 ¢ves férfi beteg, gasztroenterologia kiildi be,
cachexia, lymphocytopenia, m.o. pneumonia.

T-82 minta: 43 éves nobeteg, haematologiai osztaly kiildi be
bizonytalan, elhuzddo tiinetekkel, koros vérképpel.
Anamnéziseben tobb €v nyugat-afrikai tartdzkodas, kinti
partnerek.

T-83 minta: 57 éves kronikus vesebeteg férfi, Dializis K&zpont
kildi be a szokasos éves ellendrzd vizsgalatra.

T-84 minta: Fiatal férfi, az anonim vérvételi helyen jelenik meg
férfi partnerével. A counselling keretében elmondja, hogy a
jelenlegi partnere eldtt tobb bizonytalan kapcsolata volt, most ez
egy 1) kapcsolat, ezért jottek el egyiitt szlirOvizsgalatra.

T-42 minta: 21 éves férfi. 3 hete egy swingertparty-n vett részt,
részeg volt, ezert nem vedekezett. Tobb ismeretlen résztvevovel
Iépett szexualis kapcsolatba, aggodik, hogy elkapott valamit.



A lemezen a kovetkezd bemérések vannak:

Al-B1 negativ kontroll

C1-D1 pozitiv kontroll: HIV-1 ellenanyag
tartalmu

E1-F1 pozitiv kontroll: HIV-2 ellenanyag
tartalmu

G1l-H1 pozitiv kontroll: HIV-1 p24

antigén tartalmu

A2-B2 T-81 minta: reaktiv, az el6zdleg
reaktivnak bizonyult minta ismétlése duplikatban

C2-D2 T-82 minta: reaktiv, az el6zdleg
reaktivnak bizonyult minta ismétlése duplikatban

E2-F2 T-83 minta : negativ, az el6z0leg
reaktivnak bizonyult minta ismétlése duplikatban

G2-H2 T-84 minta: reaktiv, az el6z0leg
reaktivnak bizonyult minta ismétlése duplikatban

B8 T-42 minta: reaktiv, kovetkezo beallitasban
duplikatban ismetelni kell

F11 T-70 minta: reaktiv, kovetkezo beallitasban
duplikatban ismételni kell

A tobbi bemeért minta negativ eredmenyt adott.




A szurovizsgalat értekelése:

» Verifikalas (megeroOsitd vizsgalat) sziikséges 3 minta (T-81, T-82,
T-84) eseteében.

« A T-83-as minta kiadhato negativnak.

o A T-42-es minta az ELISA kotelez6 megismétlése soran
reaktivnak bizonyult, igy ez 1s verifikalasra kerult.

HIV megerosito vizsgalatok

» Immunoblot technikaval (Line-Immuno Assay vagy Western-blot)
* kimutathatok az egyes HIV antigének elleni ellenanyagok

e aHIV-1 és HIV-2 fertozes elkiilonitheto.




Ertékeles:

A felsd 4 csik kontrollcsik, mely bels6 negativ €s
pozitiv kontrollkent szolgal. Az sgp120 €s a gp41
feherjék elleni ellenanyag a HIV-1 fert6zésre, a
sgpl05 €s a gp36 feherjek elleni ellenanyag a
HIV-2 fertdzesre jellemzoek.

o T-42 minta ELISA-val reaktiv, iImmunoblotta
nem mutathato ki ellenanyag (negativ). Korai
HIV-fertozeés esetén, ha a sziromodszer
pozitivitast jelez, de az Immunoblot negativ
(meég nem alakultak ki az ellenanyagok), **BG control
nukleinsav amplifikacioval lehet bizonyitani a I
HIV fert6zést. A T-42 minta PCR vizsgalata
pozitiv lett, ami korai HIV-fert6zést jelent.

e T-81 minta: ELISA-val reaktiv, immunoblotta
HIV-1 ellenanyagok kimutathatoak: HIV-1
fert6zés (a sok epitop elleni ellenanyag
clorehaladott HIV fertézeésre utal).

« T-82: minta: ELISA-val reaktiv,
immunoblottal HIV-2 ellenanyagok
kimutathatoak: HIV-2 fert6zés ‘Reference line also control for sample addition

 T-84 minta: ELISA-val reaktiv, ** Background control line
Immunoblottal HIV-1 ellenanyagok
kimutathatoak: HIV-1 fertozés




0. Gram festes Iepesen

1/a. Kristalyibolya 2’ — I y

2. Differencialas 96 %-0s alkohollal

3. Vizes mosas

4. Safranin 1° — &
5. Vizes mosas
6. Szaritas szurOpapiron

7. Mikroszkopos vizsgalat (immerzio)



7. Neisser festés menete

(Corynebacterium diphtheriae specialis festése)

Neisser-I (=metilénkék) 2 adag
Neisser-11 (=kr. ibolya) 1 adag

}frissen ) | ()’

V1Z€S mMOosas Szemcsék: ecetsav hatdsara

festddnek (savanyubbak a
baktériumnal)

krizoidin | 1-2°

folosleges festeket elonteni,
szaritas szurOpapirral

mikroszkopos vizsgalat
(Immerzi0!)



8. Zlehl-Neelsen festés menete

“savallo festes”
(Mycobacteriumok specialis festése)

Karbol-fuchsin (sztirépapiron!)
— alamelegités 3x (amig gdzologni kezd)
Differencialas: sosavas alkohollal
— 3% HCI, 96% etanol

— “savallo”

alapos vizes mosas

utanfesteés 1-2’

— metilénkek vagy malachitzold
ovatos oblites, leitatas papirral



9. Antibiotikum ¢rzékenyseég meghatarozasa
korongdiftizios modszerrel (“‘antibiogram’)




IV. Mikroszkopos készitmények



Gram-testéssel



Staphylococcus (Gram +)




Streptococcus pyogenes (Gram +)
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Gram pozitiv coccus (Streptococcus pyogenes)




Streptococcus pneumoniae (G +)




Neisseria (Gram -)




E. coli (Gram -)




Haemophilus influenzae (Gram -)




Bacillus (Gram + sporaképzo palca)




Clostridium tetani és C. perfringens
(Gram + sporaképzo palca)




Metilénkek festessel



Neisseria gonorrheae urethra
valadekban




Candida albicans tenyészetbdl

Sarjadzo gomba (Candida albicans) egyszerii festéssel (metilénkék)
készitett kenete




Egyeb specialis festesek



3. Corynebacterium diphtheriae -
Neisser festes




4. Eziist impregnacio: Leptospira




5. Ziehl-Neelsen (savallo) festés:




6.a Plasmodium falciparum vérkenet
(Giemsa festes)




6.b Trypanosoma brucel vérkenet
(Giemsa festes)




/. Anorectalis cellux keszitmeny
(Enterobius peték)




V1. Elvégzendo feladatok



Katalaz teszt

Katalaz +: Staphylococcusok

Katalaz -: Streptococcusok

 cel: Staph / Strepto elkiilonitese

 vegrehajtas: H,0,-t csoppentve a
teny¢szetre, pozitiv esetben eros
pezsges tapasztalhato

+ H,0, - H,0 + 0,




Clumping (koagulaz) teszt

Koagulaz +: Staphylococcus aureus
Koagulaz -: tobbi Staphylococcus (“KNS™)

» “Staphaurex’: fibrinogénnel bevont latex
reszecskekkel 0sszekeverve a bakteriumokat
targylemezen — agglutinacio

(felszim endokoagulaz fibrinogeént kot)



Oxi1daz teszt

Oxidaz +: Pseudomonas, Neisseria,
Vibrio, Campylobacter

 cel: citokrom-oxidaz enzim kimutatasa
 diagnosztikaban: obligat aerobok diff. diagnosztikaja

« vegrehajtas:
— targylemezre sziirOpapir darabkat
— ox1daz reagenst racseppentent
(= parafenilén-diamin szarmazek)

— baktériumot rakenni

— pozitivitas: rozsaszin / lila szin



Indol teszt

o triptofan — Indol (triptofanaz

enzim) Indol +: E. coli

« amilalkoholos (=szerves)
oldoszer — Indol iIde
atoldodik — voros gytiru a

il
tetején (alkohol konnyebb a | , N ’ 2 |l
viznél!) | r A |

Indoltermelés kmtt
l k nyész milalkoholban oldott

o u reu m _indOI CSében iS |)all:('|;;:ltlztill b | | ku ehidde :““ss'esz pozmv esetl)en az

1k II

2.1 J iv (Klebsiella)

elvégezheto et




6. Targylemez agglutinacio E. coli-val

Baktérium

SZUszpenzio

(- kontroll)

-
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Targylemez agglutinacio (szerotipizalas, qualitativ reakcio, a: negativ,
b: pozitiv, rogos kicsapodas)

Fehér
rogok,
feltisztult
oldat




