Mikroszkópos készítmények
Gram pozitívak:
Staphylococcus: gram+, nagy lila kupacok, szőlőfürt
Streptococus pneumoniae: gram +, lila diplococcus, rövid láncokban

Streptococus pyogenes: gram + elvileg, de ami be volt készítve azon metilénkék festés volt, így világoskék, coccus kis láncokban
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Clostridium tetani: gram+, pálca- lila pálca terminális endospórával, bunkócska alakú
Clostridium perfringens: gram +, lila ovális

Bacillus cereus: gram + pálca láncokban, középen endospora (fehér folt)

perfringens
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   cereus
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tetani

Haemophilus influenzae: gram-, piros-rózaszín coccobacillusok vagy rövid pálcák, sok

Eschericia coli:gram – pálca vagy coccobacillus, kisebb csoportokba rózsaszín-piros coccobac

Neisseria: gram-, diplococcus, bab alakú rózsaszín vlmi
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Neisseria ->
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haemophilus

Metlénkék festés
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Neisseria(gonorrhoea): Gram festéssel -, rózsaszín, metilénkék festéssel halvány türkizkék benne sötétebb szemcsék

Hüvelykenet: metilénkék festés, benne Candida-kék-lila, tojás alakok csoportban, Lactobacillus sok pálca
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Corynebacterium diphteriae: Neisser festés, narancssárgás pálcák, végükön Babes-Ernst szemcsék
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Leptospira: ezüstimpregnáció, fehére-rózsaszínes alap, fekete leptospira, biztosítótűhöz hasonló alakú vlmk

Mycobacterium tuberculosis: Ziehk-Nielsen festés, világoskék háttér, piros pálcák
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Enterobius vermicularis: pete székletben, ovoid testek, homogén szürkés háttér
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M.plasmodium: vérkenet, vvt-en belül gyűrű alakok, kívül rózsaszín göbök

Trypanosoma( brucei): vérkenet, nagy összevissza alakú kinetoplastok

Steril táptalajok
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    Bouillon- tea színű, kék kupakos, ha be van oltva zavaros

    Ferde és magas agar- ferde-1sárga, 1 rész magas és 2 rész     ferde agar, nem tápigényes bacik fenntartása, lassan szárad be,magas agar-sárga, törzs agar, bacik benne évekig kibírják
     Lemezagar: folyékony agar szilárdításából
Húsos és szérum buillon- Hollman, főtt hús darabok, Clostridium imádja, frissen pisi színű, oxigén hatására rózsaszín, ha hús elfogyott proteolítikus baci benne
Véres agar- defibrinált marhavér, alpha hemolízis zöldes, részleges, béta hemolízis átlátszó, teljes, gamma ha nincs hemolízis
Csokoládé agar : hővel kezelt véres agar, vvt-ek feltárt alakban
Clauberg: hasonlít dezoxi-colát citrátra, kicsit sötétebb, óarany színű, Corynebacterium fekete vagy grafitszürke rajta, szelektív-diff, tellúrsó és vérsavó tartalmú
Löffler:alvasztott savó van benne, erről csináljuk a neisser festést, Corynebact.oltjuk rá, pozitív ha babes-ernst szemcsék megjelennek, szelektív-diff, opálos, szürkés-fehér
Löwenstein-Jensen- ferde libafoszöld táptalaj, tojás benne,malachitzöld, Mycobacteriumhoz
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Sula- színtelen nagy kémcső zöld gumidugóval, amiben nincs semmi + egy morzsalékos kémcső, Mycobacteriumhoz, szelektív-diff
Eozin metilénkék:laktózbontás alapján differenciál, + E.coli, Klebsiella, - Serratia, Salmonella, Shigella, Yersinia lilás, bordós, ahol bélbacit várunk használjuk, szelektív differenciáló táptalaj
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Bizmut szulfit- libafoszöld, fekete elszíneződés lehet, Salmonella, nincs benne indikátor, bizmut-szulfit redukálódik, bizmut-szulfid fekete, a legredukáltabb fémbizmut fémes fényű
Brillant zöld- laktóz bontás alapján differenciál, átnézetre átlátszó, csak oldalról zöld, laktóz pozitív piros színű lesz ilyen E.coli, Salmonella typh. laktóz negatív színtelen lesz
Dezoxikolát citrát- szelektív-differenciáló barnás rózsaszín, (esetleg rücskös) táptalaj

Shigellák és Yersinia enterocolitica vizsgálatára. Szelektáló anyag: dezoxicholát és citrát a

Gr-pozitívokat tökéletesen gátolja, többi Gr-negatívot visszaszorítja. Laktózbontás

kimutatása neutrálvörös indikátorral. Kénhidrogén-képzés kimutatása vasammóniumszulfáttal.

Shigella, Yersinia enterocolitica színtelen, Proteus fekete, rajzásában

gátolt, E. coli piros[image: image7.png]



TCBS- fűzöld, az egyik legszelektívebb táptalaj, Vibrio choleraehez, sárga lesz
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Haemokultúrás palack- szignál rész a palackba nyomni, ha van CO2 termelés, vagyis szaporodás, a folyadékot felnyomja a felső részbe, 1,3,5,7,10.napon kioltás régen, ma 10 napos inkubáció, palack alján indikátor készülék jelzi a növekedést, 10.napon kioltás
Vírus transzportközeg- műanyag cső fekete kupak, piros lötyi-vírus transzport táptalaj, félig megolvasztott műanyag cső-vírus transzport, pl:torokváladékhoz

Biflexa- víztiszta,kicsit rozsdás színű, félkémcső gumidugóval, Korthoffal párban

Korthoff-táptalaj-üvegcső, fekete csavaros zárással, Leptospirához használják, előzővel együtt

Tioglikolát táptalaj- kék kupakos, egyik óarany(pisi)színű, vagy alul pisi felül rózsaszín kis szemcsékkel, anaerob bacik szaporodásához, ki kell forralni beoltás előtt, O2 hiányában pisi, O2 nel rózsaszín 
Russel táptalaj- 3 féle cukor laktóz, dextróz, szacharóz, brillantcukor, bázikus fukszin,sav-bázis indikátor, 1 rész magas, 1 rész ferde agar,cukorbontás és gázképzés vizsgálatára, tűvel a beoltás, bélbacik vizsgálatára, lúgos sárga, savas pirosa-rózsaszín, alap rózsaszínes
Laktózt bontó, gázképző- egész vörös, törések-E.coli, Klebsiella
Laktózt nem bontja, (szacharózt nem bontja) gázképző- alja vörös, felül sárga, repeszt- Proteus, Salmonella paratyphi

Laktót nem bont, gázt nem képez- alul piros, felül sárga, nincs repedés,Shigella, Salmonella typh

Christensen táptalaj- ureum, cukrok és fenolvörös indikátor,
 ureáz + lila(Proteus

                                                                                                                                                        Klebsielle),ureáz- sárg[image: image9.png]


a( E.coli, Salmonella, Enterobacter) 
Dextróz, ureum, neutrális fenolvörös,Dextrózbontás -savas -sárga (E. coli,Shigell
Tenyészetek
Staphylococcus aureus:agaron aranysárga telepek, 1-2mm, vajszerű

Staphylococcus epidermidis: agaron porcelánfehér telepek, 1-2mm
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Staphylococcus aureus: véres agaron kerek, aranysárga, vajszerű telepek, béta hemolítikus udvarral
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Staphylococcus epidermidis: véresagar 1-2mm, simafelszínű, vajszerű, vakító fehér, tömegben kis hemolítikus udvar

Agar lemez novobiocin koronggal Staph.saprophyticus- rezisztens, Staph.epidermidis érzékeny
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Streptococcus pyogenes: véres agaron, tűszúrásnyi telepek, nagy béta hemolítikus udvar, középen kicsit tömöttebb, színtelen, kissé domború
Streptococcus mitis: véresen és csokoládén, alfa hemolizál, nem lehet pontosan beazonosítani alfa hemolizáló streptococcus, epeoldás és optochin korong alapján a pontos beazonosítás
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Streptococcus pneumoniae: csokoládé1-2 mm átmérőjű, sima felszínű telepek, középen köldökszerű behúzódással,körülöttük α-haemolytikus udvarral ,

véresen –ua mint csokoládén, agaron apró, színtelen, kerek telepek

elkülönítéshez epeoldás( feloldódik), optochin próba (érzékeny)mm
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Haemophilus influenzae: csokoládén harmatcseppszerű, náthás orrváladékra emlékeztető szagú
E.coli: agaron 4-5mm, kerek, épszélű, fényes, enyhén domború vagy lapos telepek színesgombostű fejnyi 
eozin-metilénkéken: pirosas-bordós alapból, laktóz pozitivitás miatt kék
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Proteus véres agaron  nem képez önálló telepeket, csillói segítségével rajzik az egész táptalaj felszínén

eozin-metilénkék táptalajon ha nincs rajzásgátló anyag betölti a táptalajt, ha van alig látható vlmi , ilyenkor 1-2mm átméőjű telepek
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Pseudomonas aeruginosa: 
2-3 mm átmérőjű telepek,A baktérium vízoldékony pigmentjei (pyocianin és fluoreszcein) a táptalajba diffundálnak, és zöldes színűre festik azt. A tenyészet hársfavirág illatú, a telepek irrizáló felszínűek[image: image40.jpg]



Véres agaron
Klebsiella pneumoniae: agaron 1-3 mm, nyákos, összefolyó telepek,a nyákos küllemet a tokképződés okozza

eozin-metilénkék táptalajon kinő, mert Gram-negatív, de nincs a telepek körül színváltozás a táptalajban rózsaszín-lilás, mert nem történik laktózbontás (??? Biztos)
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Salmonella bizmut szulfit táptalajon
A táptalaj brillant-zöldet, valamint Bi- és Na-szulfitot tartalmaz. A salmonellák H2S képzés következtében a bizmut-sót bizmut-szulfiddá redukálják, és fekete színű telepeket képeznek. A brillantzöld az E. coli növekedését és a Proteus rajzását gátolja
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Salmonella és E.coli brillantzöldön

Brillantcukrot, Andrade indikátort és brillantzöldet (szelektáló anyag) tartalmazó táptalajon a Salmonella typhi telepei színtelenek, az esetleg kinövő E. coli telepei vörösek.

E.coli és Shigella DC táptalajon
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A táptalaj dezoxicholsavat (epesav), Na-citrátot (szelektáló anyag), ferroammóniumszulfitot, laktózt, ólom-acetátot és neutrálvörös indikátort tartalmaz.

A shigellák szabadon, jól nőnek, színtelen telepeket képeznek. Az E. coli és a Proteus gátlódik. Az E. coli telepei a laktózbontás következtében vörös színűek, az epesavas sók a telep körül kicsapódnak. (Már öreg a táptalaj, ezért nő ki az E. coli; elvileg ebből sokkal kevesebb telep jelenik meg, mint a Shigellából.)
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Dysenteriás széklet: eozin-metilénkék táptalajon, apró, színtelen tűszúrásnyi telepek, A táptalaj eozint, metilénkéket, laktózt és rajzásgátlót tartalmaz.

A S. dysenteriae telepei színtelenek, az E. coli telepei kékeslilák.

Corynebacterium diphteriae Clauberg és Löffler táptalajon: Claubergen zöldesfekete vagy grafitszürke, fokhagymaszagú, Löffleren elefátcsontszínű telepek
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Mycobacterium tuberculosis Löwenstein-Jensen és Sula táptalajon

Löwenstein-Jensen- ferde, libafoszöld

Sula- színtelen nagy kémcső zöld gumidugóval, amiben nincs semmi + egy morzsalékos kémcső, Mycobacteriumhoz, szelektív-diff
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Leptospira Korthoff táptalajon-  üvegcső, fekete csavaros zárással, Leptospirához használják, előzővel együtt ( Biflexa). A táptalaj pepton, sókat, valamint 10% nyúlsavót tartalmaz. 30 oC-on inkubáljuk 6-7 napig. A baktériumtenyészet dohányfüstszerűen gomolyog a folyékony táptalajban,ha megrázzuk a kémcsövet

TCBS táptalaj- fűzöld, az egyik legszelektívebb táptalaj, Vibrio choleraehez, sárga lesz       
    A táptalaj tioszulfátot, citrát bile-t (epe), szaharózt és brómtimol-kék indikátort tartalmaz,

a vegyhatása lúgos.
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Bacillus cereus agar táptalajon: szabálytalan szélű, egyenetlen felszínű, medúzafő szerű
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Clostridium tetani Hollman és tioglikolát táptalajon       
Holman-táptalaj: gázképződés nincs, a paraffindugú nem emelkedik fel. A táptalaj enyhén zavaros, a hús nem emésztődik.

Tioglikolát táptalaj- kék kupakos, egyik óarany(pisi)színű, vagy alul pisi felül rózsaszín kis szemcsékkel, anaerob bacik szaporodásához, ki kell forralni beoltás előtt, O2 hiányában pisi, O2 nel rózsaszín 
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Gázgangrena clostridiumok Holmann és tioglikolát táptalajokon 
A táptalajok zavarosak, a főtthús emésztődik a proteolítikus enzimek miatt. Közben gáz képződik, ami megemeli a paraffindugógat
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Reakciók és módszerek
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Elek-próba: Patogén, toxint termelõ Corynebacterium diphtheriae törzsek elkülönítésére szolgáló agar-gél diffúziós precipitáció.

Widal-típusú csősorozat agglutinációs tesztek: a beteg savóját higítjuk

Gruber-Widal reakcióban az antigén: S. typhi (hastífusz) Titer:1:200

Weil-Felix reakcióban az antigén: Proteus OX 19 (kiütéses tífusz) Titer: 1:800

Wright reakcióban az antigén: Brucella (Brucellosis) Titer: 1:80

Paul-Bunnel reakció: Mononucleosis infectiosa-ban szenvedő beteg savója a

birkavörösvértesteket agglutinálja

Syphilis aspecifikus tesztjei: nem specifikus ellenanyag jelenik meg a fertőzött ember savójában: a

reagin

Wassermann reakció: komplemenkötési reakció: reagin - kardiolipin

RPR Rapid Plasma Reagin: Színezett kardiolipin antigén+ szérum: csapadékos reakció

VDRL: kardiolipin antigénszuszpenzió +szérum: csapadékos reakció. Az

antigénszuszpenziót frissen kell készíteni

Influenza vírus

HA: hemagglutinációs reakció.Antigén kimutatási módszer, direkt antigén kimutatás, vvt összecsapzódás, A vírust higítjuk és megállapítjuk azt a titert, ahol a vírus még

biztosan agglutinálja a csirkevörösvértesteket. Csvvt mindenütt ugyanannyi..

HAG: Hemagglutináció gátlási reakció.Haemagglutinin elleni antitestet használom A HA-ban megállapított titerű vírussal hozzuk össze a

beteg savójának higításait. Ha a beteg savója tartalmaz vírus ellenes ellenanyagot, a vírus nem tudja agglutinálni a csirkevörösvértesteket.

KKR: Komplementkötési reakció. Betitrált komplementrendszerrel dolgozunk. Ha a beteg savója tartalmaz a vizsgált vírus ellen ellenanyagot, akkor a komplementrendszer oda kötödik (nincs hemolízis), ha nem tartalmaz ellenanyagot, akkor a van hemolízis.

Vfuratú Takács lemezen

ELISA-reakciók:

HIV-1 és HIV-2: Kapszidproteinre (p24) alapozott ELISA csak egy ideig pozitív, a burok fehérjére

alapozott ELISA (gp) végig kimutatja az ellenanyagot.

Fágtipizálás
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Szerológiai és biokémiai módszerekkel tovább nem differenciálható baktériumtörzsek között megfelelő, virulens fágokkal további különbségek tehetők. (Agar lemezre szélesztett baktériumokon a megfelelő fág lítikus plakkot hoz létre) Fágtipizálás szerológiai és biokémiai módszerekkel tovább nem differenciálható baktériumtörzsek között megfelelő, virulens fágokkal további különbségek tehetők
Gram-festés.

A festődés alapja a baktériumok sejtfalbéli különbségeiből adódik, mivel a festék utáni elszíntelenítő oldat nem hatol be a Gram-pozitív baktériumok belsejébe, így a festéket csak a felszínről oldja le, a baktérium lila lesz. A Gram-negatív baktériumok sejtfala átereszti az elszíntelenítő oldatot, így a citoplazmából is kioldódik a szín, ezek a baktériumok pirosak. A permeabilitásbéli különbség a peptidoglikán rétegben keresendő.

Fixált kenetre kristályibolya és Na-oxalát 1:4 arányú keverékét öntjük, 2 percig áll.

A festéket leöntjük és Lugol oldatot öntünk a kenetre, majd 1 percig állni hagyjuk.

Leöntés után 96%-os alkohollal differenciálunk: a csipeszbe fogott, ferdén tartott tárgylemezre addig cseppentünk alkoholt, amíg az festéket képes leoldani a kenetről.

A kenetet vízzel leöblítjük, majd utófestést készítünk 1 percen keresztül carbol-fuchsinnal.

Vízzel ismét leöblítjük a kenetet, szűrőpapírral megszárítjuk, immerzióval vizsgáljuk.

Az eredmény:

Gram-pozitív → sötétlila

Gram-negatív → piros

Neisser-festés.

A módszer a Corynebacterium speciesek volutin szemcséinek kimutatására szolgáló összetett festési eljárás.

A fixált kenetre 2:1 arányban Neisser I és Neisser II frissen elkészített keveréket öntünk és azzal 10 percig állni hagyjuk.

Vízzel leöblítjük.

Utófestést végzünk chrysoidinnel 1-2 percen át.

Az utófestéket nem mossuk le, hanem szűrőpapírral leitatjuk, majd szárítjuk a kenetet. Immerzióval vizsgáljuk.

Az eredmény:

volutin → sötétlila

baktérium → sárga

Ziehl-Neelsen festés.

A mycobacteriumok és egyes baktériumrészek, mint pl. spórák a festékeket igen nehezen veszik fel, de ha egyszer felvették, annyira megkötik, hogy azokból még hí savval vagy savas alkohollal sem vonhatók ki.

A fixált kenetre szűrőpapírt helyezünk, majd carbol-fuchsin oldatot öntünk rá.

A készítményt alulról Bunsen lánggal gőzölésig melegítjük, majd ha kihűlt, a lángot ismét alátartjuk. A gőzölést háromszor ismételjük, ha közben a festék beszáradna, azt pótoljuk.

Kihűlés után 3% HCl-ot tartalmazó 96%-os alkohollal differenciáljuk, míg a készítmény el nem színtelenedik.

Bő vizes lemosás után utófestést végzünk Löffler-féle metilénkék oldattal 1-2 percig.

Az utófestéket nem mossuk le, szűrőpapírral leitatjuk, szárítás után immerzióval vizsgáljuk.

Az eredmény:

mycobacterium → piros

spóra → piros

minden egyéb → kék

Antibiotikum érzékenység meghatározása korongdiffúziós módszerrel

(egy-egy Gram-negatív és Gram-pozitív baktérium).
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Az érzékenyég meghatározása a gátlási zónák átmérője alapján történik.

Érzékeny: d = 20mm; Rezisztens: d = 11 mm.

Széklettartály: alacsony, tömzsi, vaskos, 3 szoros védelem, bakteriológiára kisebb mennyiség, parazitológiára nagyobb mennyiség
Vízeletes tartó: nagyobb, tömzsibb, benne Wassermann cső, Salmonella pozitív betegek vizeletének vizsgálatára

D tartály: magas, vékony, torokváladék vételére, Diphteria identifikáláshoz

Vattapálca aerob mintavételre

Fecskendővel anaerob mintavétel

Koch cső: köpettartály

Duodenum szonda: hosszú, átlátszó cső

oxidáz: citokrómoxidáz jelenlétének indirekt kimutatása. dietilparafeniléndiamin reagenst

szűrőpapírra, néhány telepnyi tenyészetet tárgylemez sarkával a szűrőpapírra dörzsölni.

Sötétlila színváltozás pozitív. (Neisseria Pseudomonas, Haemophilus)

kataláz: H2O2 bontás kimutatása. (a H2O2 egyes baktériumfajoknál légzési végtermék)

Tárgylemezre cseppnyi H2O2 oldat. Tárgylemez sarkával a telepet a az oldatba keverni.

Gázképződés: pozitív reakció (Staphylococcus aureus)

Clumping teszt: tárgylemezen az alvadásában gátolt emberi (ma már diagnosztikára nem

használják) vagy nyúl-plazmában kacsnyi tenyészetet elszuszpendálunk. Pozitív esetben

azonnali összecsapódás. Pozitív: Staphylococcus aureus, negatív: Staphylococcus

epidermidis)

indolpróba: Az indol triptofánból keletkezik, ha nincs szénhidrát jelen. A folyékony peptonvizes

tenyészethez Kovács-féle indolreagenst csöppentünk (amylalkoholban oldott sósavas

paradimetilaminobenzaldehid). Pozitív: a felülúszó reagens piros. (Esherichia coli)

Klebsiella negatív

ureumbontás: fenolvörös indikátor az ureáz enzim hatasára termelődött a lúgos ammónia hatására

lilásvörös lesz. Pozitív: Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Negatív: Escherichia coli
