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A mikrobiolégiai diagnosztika alapvetd modszer ei
Cél: afeltételezett infekcidzus korkép etiol6giai
diagndzisa
1. A kérokozoénak, vagy anyagainak direkt kimutatasa ésidentifikalasa
- avizsgélati anyag makroszkdpos megtekintésével
- nativ és/ vagy festett készitmény mikroszkdpos vizsgalataval
- molekularis biolégiai médszer ekkel (DNS, RNS kimutatas)
- &llatoltéssal
- szerol6giai vizsgalatokkal
2. A korokozo kitenyésztése, majd identifikélasa a vizsgélati anyaghdl
- telepmorfoldgia
- biokémiai reakciok segitségével
- mikroszkdpos morfol6gia, CP hatas alapjan
- szerol6giai reakciok segitségével
- fagtipizalassal
- llatoltassal
3. A fertdzés hatasar a keletkezett humordlis és celluléris
immunkésziiltség, specifikus ellenanyagok kimutatasa
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Mikroszk 6pos vizsgélatok

1. Fénymikroszkép

- lencse:liveg, kvarc;

- energialédthato fény, UV fény;
- kép:retinan

felbontd képesség: 250nm
( az alegkisebb tavolsag, amellyel elvalasztott szerkezeti
részletek még kulonéllonak |&tszanak )

- maximalis nagyités: 1000-1500 X olgj immerziéval
= baktériumok, gombék, protozoonok vizsgélatéra




"
2. Elektron mikroszkép 3. Sotétlatoter es mikroszkép
- transmisszi6s elektron mikroszkop * gpecidlis kondenzor —» , siitét
- scanning elektron mikroszkop héttér’ az él6, mozgd
- IenCSE_l: elektromagneses erd baktériumok alakjafel-felcsillan
- energia: gyorsitott elektronok 50-1000KV = Spirochéték vizsgdatéra
- kép fluoreszcens mezon (treponema, borrelia, leptospira),
o ) keskenyebbek, mint anormé
fel b(_)ntp_ kep0$§992 0,1nm fénymikroszkop felbonto-
max[mal IS nagyitas:500 000X képessége A sitétitoteres mikreszhophan jél
= virusok megfigyethett ar egyes mikroorgai-
musck, pl. Sgrechactik mezgasa
" "
Hasznalt eszk 6z6k
Targylemez: Nativ készitmények

Mindig tiszta, zsirtalanitott.
cgpeﬂb;tgr;i?g;gfggg-dett 2-3-szor &huzzuk a Cornet: - EI8 mikr 6bak vizsgélata
Oltékacs (olt6td)- Sterilizdl4salangban égetve izzésig, majd ('bakteriumok, gombak, protozoonok, féregpeték)
haszndlat el6tt iddt hagyvaalehllésre - betegbdl vett mintaban jelen vannak-e
Minden hasznalat utén (és el6tt) sterilizaljuk a kacsot! - nagysag

o 2 - alak
- mozgas
- belsb szerkezet
- metabolizmus
- szaporodas

A ki by
Chtikaas [1), nltdti (2] ledgotése




A . Laposcsepp

- folyékony szuszpenzidbdl tar gylemez kdzepér e egy
cseppnyit helyeziink kaccsal vagy pipettaval

vagy

- térgylemezr e cseppentett steril fiziol 6gias séoldatban
szuszpendaljuk a sziléard tenyészethdl kaccsal felvett
kis mennyiségl mikroorganizmust ésjal
elszuszpendaljuk

- feddlemezzel |efed; ik
- slillyesztett kondenzorral, szOk diafragmaval, kis

B) Fuiggbesepp

1. Egy cseppnyi vizsgdlati anyagot feddlemez kdzepére
cseppenttink

2. V4t targylemez vgjolatanak peremét vékonyan
bekenjuk vazelinnel

3. Ovatosan a fedlemezre tesszilk

4. Hirtelen mozdulattal megforditjuk

5. Vizsgdlatnd abedllités ua. mint €l6zGnél

= amozgés jobban megité hetd

fedGlemez

Eb Vajt targylemez
1

Baktériumok, gombak, vagy protozoonok vizsgéalatahoz
készitett fliggdcsepp (nehezebben szérad ki, mint a lapos csepp

nagyitason (400X max.) vizsgaljuk = nehezebben szarad ki
" "
Baktérium szuszpenzié vazelin C. Vitalisfestés
‘} P 1. Lapos cseppet készitlink
< - @ 2. Egy csepp higitott vizes festékoldatot cseppentiink
b IR afedblemez széléhez
& i <Iﬂ-‘b$-§- ) .
fedblemez I 3.10 perCIQ varunk

Az éld mikroorganizmusok szinezddnek a
festékanyaggal, mely kis téménységben nem
karositja oket
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Festett készitmények

A festddés a baktériumsejt (gomba, protozoon)
alkotérészel és afestékoldat kozott lezajlo
fizikai —kémiai reakcidk eredménye. A bazikus
festékek a baktérium sejtek savany vegyhatasu
alkotait (pl. magkromatin), a savanyu festékek a
baktérium sejtek bazikus elemeit (pl.citoplazma)
festik
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Kenetkészités ésfixdlas
Folyékony mintabadl:
A tiszta, zsirtalanitott targylemezen a kaccsal felvett
szuszpenzi6t kb. kérém nagységu terlileten el szél esztj Uk,
majd szobahdn hagyjuk megszaradni.
Kitenyésztett mintébdl:
A laposcseppnél leirt médon szuszpenzi6t készitiink,
majd elkészitj ik a kenetet.
Szobahon széradas utan afixalés hdvel torténik. A
Bunsen ég6 langjafelett (kikent oldalaval felfelé) a
Cornet csipeszbe fogott targylemezt 3x athlizzuk.
- 65-75 °C felett a mikrdbak el pusztul nak
- afehérjék koagulal édnak
- szilérdan atargylemezre tapadnak

Eqyszer( festés: Metilénkék

1. Kenetkészités

2. LehOlés utan a festdéllvanyra helyezziik a kenetet

3. Festékoldatot ontlink ré, 1-3 percig hatni hagyjuk

4. Csapvizzel ledntj ik

5. Sz(rOpapirral leitatjuk

6. Immerziésolajjal, 1000 X nagyitassal, emelt kondenzorral
vizsgaljuk

Minden mikroorganizmus kék.
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Sarjadzo qemba [Camifu albfcared coyszeni festéssel (netlenkék)
késziten kenete

¥

Neisseria gonorrfroeae (egyszeril
festés, metilénkék)

"

Gram festés

1884-ben , dan Hans Christian Gram fedezte fel
(pneumoniéban elhalt beteg tliddszovetét
vizsgélva)

Alapvetd differencidld festés:

Gram poxzitivak: lila/sotétlila/kék

Gram negativak:piros

Nem festédnek:

Mycobacteriumok, chlamydia, mycoplasma,
rickettsia, legionella csak tenyészetbdl,
spirochétak tal keskenyek

Festddést befolyasol (hat)ja:

atenyészet kora, eldzetes antibiotikum kezelés,
intracelluléris elhelyezkedés

Alternativai:

Japén proba

Bizonyos antibiotikumok iréanti érzékenység

*
GRAM Festés (Gsszetett festés)

1. Fixalt kenetet kristélyibolya-Na-oxalat 1:4aranyu
keverékével 1 percig festiink

2. Ledntjuk, csapvizzel oblitjik.

3. 1 percig Lugol oldattal festiink

4. Csapvizzel oblitunk

5. 96%-0s alcohollal szintelenedésig csepegtetjiik

6. Csapvizzel oblitlink.

7. Carbol-fuchsinnal vagy safraninnal , ellenfestiink”
(1 perc)

8. Sz(rdpapirral szaritjuk

9. Olgjimmerziéval vizsgaljuk
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Gram-festis: 3 kristlylbodya €2 a Lugel okdat [KJ-cf Garaimazd [&d oldath egymdsra hatdsdoal
kelelkezi wd-para-rozanile az alkoholes diferencsilis kioldia 2 Gramnegatis bakberiumosbol
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Gram-pozitiv coccusok "széléfurt-azerd™
elrendezésben (Staphyluococous)

Gram pezltv cocous {Sreprococeus pycgemes)
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Gram-pozitiv palca, kbzepén nem festfdd, a

baktériumtastet nem deformald spora lathats
(Bacillus coreus)
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Gram negativ coccusok
(Neisseriaceae)

L1

2 vt
Gram negativ bacillusok (Escherichia coli)

Gram negativ bacillusok (Pseudomonas
aeruginosa)

Gram pozitiv coccusok
Gram poxitiv coccus lancok szdlofurtszer( elrendez6désben
hemokultdréban (Enterococcus (Staphylococcus aureus)
faecalis)

Gram pozitiv pseudohyphék hiivelyvéaladékban (Candida albicans)

Gram positiv diplococcusok kdpetben (Streptococcus pneumoniae)




Gram pozitiv sarjadzé gomba hiivelyvaladékban (Candida albicans)

Neisseria gonorrhoeae hligycsova adékban

Haemonphilus ducrev gennvben
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Tusfestés/ Negativ
festés

Tokos

mikr oor ganizmusok
vizsgélatara alkalmas.
A készitményben atus
szemcsek Kitoltik a

mikr oor ganizmusok
kozotti teret, sazok
tokja a fekete latotérben
jol kirajzoladik.
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Tuskészitmény

1. Baktérium (gomba) szuszpenzidbdl egy
cseppet targylemez egyik szélére
cseppentuink.

2.1 csepp tus (Indiaink).

3. Osszekeverjik.

4. Vérkenet készitéshez hasonl6 modon
készitiink egy vékony kenetet.

5. Szobahdn széritjuk.

6. Hovel fixdljuk.

7. Fuchsinnal festjik.

8. Csapvizzel mossuk.

9. Szobahdn széritjuk.

10. Immerziéval vizsgdljuk.
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Cryptococcus neoformans

Streptococcus pneumoniae

K6sz6nom a figyelmet

Es most munkérafel...
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