1. Elo6adas

A taxonomiai, epidemiologial, nozoldgiai,
pathogenetikal rendszerezes alapjai €s a
human mikrobiologiaban fontos alapfogalmak
(pathogenitas, virulencia, pathomechanizmus,
molekularis pathogenezis, virulencia faktorok,
fertozes €s megbetegedes)
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Egyuttélés formai

Kommenzalizmus pl. testiregek normal Mutualizmus pl. Rhizobium fajok és
mikroba floraja pillangésviragiuak

Parazitizmus
egyértelmien korokozok




FertOzes €s fertdzo betegség

Mikroorganizmus tulajdonsagai
— Csira mennyisége
— Virulencia tulajdonsagai
A fert0z¢s forrasa €s rezervoarja
A fert0zes atviteli modja
— Levego
— Kontakt terjedés

— Terjedées kozos kozvetitod eszkozokkel
— Terjedés vektorokkal

A fertdzes kapui
A korokozé iiritésének modjai
A gazdaszervezet fogekonysaga



A korokozo-gazdaszervezet kapcsolata

* |Infekcid: a potencialisan patogén mikroba a
megfeleld behatolasi kapun keresztll bejut a
gazdaszervezetbe

* Betegseg: egyik kdvetkezménye lehet az
infekcionak

* Az infekcio kovetkezménye lehet tinetmentes



A korokozo

* Kolonizacio: a patogén jelen van a
gazdaszervezetben, de nem valt ki specifikus
immunvalaszt, vagy betegséget

 Endogén infekcio: a gazdaszervezet sajat
floraja valik kérokozova

* Exogén infekcio: a gazdaszervezeten kivulrdl
bekeruld korokozo



Az infekciot befolyasolo tényezdk a gazda
szervezet oldalarol

* Az expoziciot befolyasolo tényezdk:
— Allatkontaktus
— Eletkorral 6sszefligg8 viselkedési formak
— Gyogyszer hasznalat
— Alkohol fogyasztas
— Vér és veérkészitmény alkalmazasa
— Osszezartsag (laktanya, kollégium)
— Etel, viz fogyasztas
— Korhazi tartozkodas
— Higiénés viszonyok
— Utazas stb......



Az infekciot befolyasolo tényezdk a gazda
szervezet oldalarol

* Faktorok, amelyek befolyasoljak az infekciot és a
kialakult betegség sulyossagat
— Eletkor
— Alkoholizmus
— Fejlédési rendellenességek
— Antibiotikum rezisztencia (mikroorganizmus oldalarél)
— Antibiotikum alkalmazas (gazdaszervezet oldalarél)
— Kronikus betegségek
— Immun allapot
— Taplaltsagi allapot
— A fert6z6 agens belépési kapuja stb...



A betegség terjedésének maddja

* Direkt:
— Kontakt uton: harapas, folddel valé szennyezés
— Szexualis uton
— Cseppfertbzéssel
— Transplacentaris uton

e |ndirekt:
— Anyag kozvetitette - viz, élelmiszer, vér, mdszer, szerv
— Vektor kozvetitette infekcid

— Leveg0 kozvetitette infekcid: 1-5 um nagysagu
partikulumok



Alapfogalmak

Patogenitas:
— valamely mikroorganizmus betegségokozo képessége.

— Flgg a mikroorganizmus és a gazdaszervezet viszonyatol, a
gazdaszervezet védekezbképesseégéetdl és valaszreakciojatol.

Patogenitas spektruma:
— mely fajokat betegit meg
Patogén:

— ép vedekezd rendszerd, fogékony személyek tobbségében
betegseget okoz

Opportunista korokozo:

— csak meghatarozott korilmeények kozott képes betegséget
okozni (csokkent védekez6 képesség, bejutast segitd
tényezok)
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Koch posztulatumok
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A mikroorganizmus az adott betegseg minden eset¢bdl kimutathato legyen, a
szervezetben valo eloszlasa feleljen meg a koros elvaltozasok lokalizaciojanak.

A mikroorganizmust szintenyészetben mutassuk ki a betegbdl.

A kitenyésztett mikroorganizmust érzékeny kisérleti allatba oltva a tipusos
betegséget lehessen kivaltani.

Aﬂm%krloorganizmus szintenyészetben legyen visszatenyeésztheto a kisérleti
allatbol.


http://www.general-anaesthesia.com/images/guy-de-maupassant.html

Molekularis Koch-posztulatumok

1. A vizsgalt fenotipusos tulajdonsag legyen
jellemzd a faj virulens torzseire.

2. A vizsgalt tulajdonsagert felel0s gén(ek)
fajlagos 1naktivalasa mérhetoen csokkentse a
torzs virulenciajat.

3. A mutaciot szenvedett gen allélikus potlasa

allitsa helyre a vad torzsre jellemz0 szintii,
eredeti virulenciat.



A virulenciafaktorok

Exotoxinok
Endotoxin

A patogenezist el0segito extracellularis
enzimek

A baktértumfeliilet virulenciat fokozo
komponensei1: antifagociter hatasu molekulak,
kolonizacids €s invaziods faktorok



Exotoxinok

Gr + ¢s Gr — baktériumok termelik

Kornyezetbe (taptalaj, gazdaszervezet) kivalasztodik
Fehérje termeészetu

Altalaban hélabilis

Proteinaz érze¢keny

JO antigének

Ellentik antitoxikus ellenanyagok termel6dnek
Toxoidda alakithatok (kivétel: erythrogén toxin)
Hatasuk inkubaci0s 1d0 utan kovetkezik be

Tisztitott allapotban 1gen toxikusak, koziiliik kertilnek
k1 a leghatasosabb 1smert toxinok (pl. botulinus toxin)



Exotoxinok
o Citolitikus toxinok

— Membranroncsolo
* Enzim
— PI. C. perfringens lecitinaz
e Porusformald
— PI. S. aureus a-toxin, S. pyogenes sztreptolizin-O, E. coli hemolizin

— Fehérjeszintézist blokkold
— A és B alegység pl. P. aeruginosa A toxin, C. diphteriae toxin

— Ciklikus AMP-szintet emeld toxinok
— PI. E. coli, cholera toxin

— Neurotoxinok
— PI. tetanus toxin, botulinus toxin



Endotoxin
Gr- baktériumok LPS-nek lipid-A komponense

A kiils6 membranban elhelyezkedo struktirmolekula
Biologiai hatas ua.

A bakterium szétesésekor szabadul fel

Rovidebb inkubacios 1d0 utan hat

Hdstabil

Rezisztens a proteolitikus enzimekkel szemben
Keveésse immunogen

Nem alakithato toxoidda



Endotoxin

* Pirogén hatas
— IL-1 és TNFa molekulak felszabaduldsanak eldidézese
— Leukocytak szama el0szor csokken, majd n6
— Makrofagok aktivalodnak
— Lizoszomalis enzimek termelése no
— Phagocyta-készség fokozodik
— B-lymphocytak osztodasa nd
— Eroteljes immunadjuvans hatas
— Thrombocytaszam csokken
— Vasodilatatio, vérnyomaseses
— Komplementrendszer aktivalasa
— Akut fazis proteinek szintje nd
* Endotoxin shock alakulhat ki (RR csokkenés, csokkent

perfiiz16 miatt szerviunkcios zavarok, metabolikus
acidosis, thrombocytolysis, DIC)



A patogenezist segito extracellularis enzimek

*cr 7

* Koagulaz

* Plazminogen aktivatorok (fibrinolizinek)
* DN-az, RN-az, (NADaz)

* Hialuronidaz

* Proteazok

* Kollagenaz

* Elasztaz

* IgAl-proteazok

* Ureazok

* Antibiotikumokat hatastalanitdé enzimek



A bakteriumfeliilet virulenciat fokozo komponensei: antifagociter
hatasu molekulak, kolonizacios €s invazids faktorok

Antifagociter molekulak

— Poliszacharid tok
* Negativ toltés akadalyozza a phagocytosist

* Bizonyos tokantigének szovetaffinitast biztositanak
— E. coli K1, K92, K100...

Biofilm, slime-képzés

» Tapadas, védekezes atb, szervezet immunrendszer ellen
Csillok
Kolonizaci0s faktorok

e PI. P fimbria — E. coli — UTI

1nvazio



A Kklinikai bakteriologiai diagnosztika alapjai



A fertozo betegségek mikrobiologiai diagnosztikaja
« differencialdiagnosztika = fert6z6 agens

* A klinikum és a mikrobiologiai laboratorium partnerként egyutt
dolgoznak a fertozések etiologiajanak felderitésében

* megfelelo mintavétel a leheto legoptimalisabb mikrobiologiai
modszerrel végezheto diagnosztikai vizsgalathoz




Mintavételi szabalyok

 antibiotikum terapia megkezdése elott torténjen
* kontaminacio elkerilése (normal floraval torténo is!)
» megfelel6 mennyiség (pl. liquor-2ml)

* mintavevo eszkoz Kivalasztasa a mintatol fugg
« tamponos mintavétel (+ 1 a kenetkészitéshez)
* aspiratumhoz, folyadékhoz steril cso
* hemokulturas palack(ok)

e specialis transzporttaptalajok (Uricult, Gonoline, stb.)
- transzportkozeg
« a minta azonosithatosaga

Szallitas soran a megfelelo kozeg, ido, homérséklet biztositasa !



Mintavételi szabalyok 111.

 Kiserolap / vizsgalatkérolap megfelelo kitoltése
* Betegre vonatkozo adatok:
* kor, nem
» alap-, kisérobetegségek, feltételezett diagnozis
 kapott kezelés (atb, immunszuppresszio, stb)
e Mintara vonatkozo6 adatok:
* mikor
* honnan
* miért — specialis kérések!
* Vizsgalatot elrendelo orvos adatai

* munkahely, alairas, pecsét



A mikrobiologiai diagnosztika alapveto modszerei

|. A korokozonak vagy anyagainak direkt kimutatdsa és identifikalasa a
vizsgalati anyagbol

a) a vizsgalati anyag makroszkopos megtekintése

b) nativ és/vagy festett készitmény mikroszkopos
vizsgalata

¢) allatoltas
d) szerologiai vizsgalatok ( IF , immun EM, ...)
e) ,,uj” diagnosztikus megkozelitések
- géntermékek kimutatasa
- antigen detektalas
- toxin(ok) detektalasa
- gének kimutatasa / PCR, génprobak/
- nem Kkell feltétleniil korokozo specifikus

- multiplex rendszerek



I1. A) A korokozo kitenyésztése a vizsgdlati anyagbol
B) A kitenyésztett korokozo identifikalasa
a) makroszkopos telepmorfologia alapjan
b) mikroszkopos morfologia, CP hatas alapjan
¢) biokémiai reakciok segitségével

d) szerologiai reakciok segitségével / specialis
antiszérumok

e) allatoltas
f) fagtipizalas
¢) molekularis biologiai modszerekkel /gén-termék-funkcio/

h) patogén- nem patogén torzsek elkiilonitése ugyanazon
fajon belil

C) Antibiotikum érzékenység vizsgalata

l11. A fertozések hatasara keletkezett humordlis és cellularis
immunkésziiltség, specifikus ellenanyagok kimutatdsa



Symptomatic Patient:
(localized or systemic)

Charactenstic signs

and symptoms
l Sputum ﬁ Urine

Presumpltive

Swab
clinical diagnosis - —mCJ Blood /

Specimen collection

Feces

Anaerobic
@ Tissue biopsy sample

Py

Serum

Test selecllon by clinicians
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Anlimicrobiat susceptibility testing
{or known susceptibility)

Medmicro ch10 Treatment Asymptomatic patient



Ad I/b Mikroszkopos vizsgalatok

 nativ/festett készitmény
* érzékenysége: >1000 korokozo/ ml vagy gr

 leggyakrabban alkalmazott festési eljarasok
Metilénkék = mo.morfoldgiaja, jelenléte
Gram-festés = mo. morfoldgia, Gram+/-
Acridin-orange = fluoreszcens mikroszkoppal; érzékenyebb
Savallo festesek

= Ziehl-Neelsen ¢és Kinyoun - karbolfukszinalapuak

= fluorochrom festés — auromint €s rhodaminod alkalmaz, melyek a
sejtfal mycolsavhoz kotddnek; erzékenyebb

Calcofluor white = cellul6zhoz és kitinhez kotddik; gombak festése

Fluoreszcens Ab-t tartalmazo festés = monoklonalis vagy poliklonalis ellenanyagot
tartalmaz specifikusan a vizsgalandé mo. szemben(DIF, IDIF)

Neisser-festés = corynebacterium volutinszemcséi



Mikroszkopos vizsgalatok

1. Fénymikroszkop

- lencse:liveg, kvarc;

- energia:lathato fény, UV fény;
- kep:retinan

felbonto képesseg: 250nm
( az a legkisebb tavolsag, amellyel elvalasztott szerkezeti
részletek még kiilonallonak latszanak )

- maximalis nagyitas: 1000-1500 X olaj immerzioval
—> baktériumok, gombak, protozoonok vizsgalatara



2. Elektron mikroszkop

- transmisszi10s elektron mikroszkop

- scanning elektron mikroszkop

- lencse: elektromagneses ero

- energia: gyorsitott elektronok 50-1000KV
- keép fluoreszcens mezon

felbonto képesseg: 0,1 nm
maximalis nagyitas:500 000X
—> virusok



3. Sotétlatoteres mikroszkop

* specialis kondenzor —> ,,sotet
hattér” az €10, mozgo
baktériumok alakja fel-felcsillan
= Spiroch¢tak vizsgalatara
(treponema, borrelia, leptospira),
keskenyebbek, mint a normal
fenymikroszkop felbonto-
képessége

A sotétlatoteres mikroszképban joél
megfigyelhetdé az egyes mikroorgaz-
musok, pl. Spirochaetak mozgasa



Hasznalt eszk6zok

Targylemez:

Mindig tiszta, zsirtalanitott.
- Bunsen €ég6 langja felett 2-3-szor athtizzuk a Cornet-csipeszbe

fogott targylemezt.

Oltokacs (oltotll)- Sterilizalasa langban égetve 1zzasig, majd hasznalat

elott idot hagyva a lehtlésre

Minden hasznalat utan (&s el6tt) sterilizaljuk a kacs

A kacs helyes
leégetése

Oltokacs (1), oltétii (2)



Nativ készitmények

- E16 mikrobak vizsgalata

( baktériumok, gombak, protozoonok, feregpetek)
- betegb0l vett mintaban jelen vannak-e

- nagysag

- alak

- MO0Zgas

- belso szerkezet

- metabolizmus

- szaporodas



A . Lapos csepp

- folyékony szuszpenziobol targylemez kozepére egy
cseppnyit helyeziink kaccsal vagy pipettaval

vagy

- targylemezre cseppentett steril fiziologias sdoldatban
szuszpendaljuk a szilard tenyészetbdl kaccsal felvett kis
mennyiségii mikroorganizmust €s jol elszuszpendaljuk

- feddlemezzel lefedjiik
- stillyesztett kondenzorral, szlik diafragmaval, kis
nagyitason (400X max.) vizsgaljuk



Festett készitmeények

A festddés a baktériumsejt (gomba, protozoon)
alkotorészei ¢€s a festekoldat kozott lezajlo
fizikal — kémiai reakciok eredménye. A bazikus
festekek a baktérium sejtek savanyu vegyhatasu
alkotoit (pl. magkromatin), a savanyu festekek a

baktérium sejtek bazikus elemeit (pl.citoplazma)
festik



Kenetkészités €s fixalas

Folyékony mintabol:

A tiszta, zsirtalanitott targylemezen a kaccsal felvett
szuszpenziot kb. korom nagysagu teriileten elszélesztjiik, majd
szobahOn hagyjuk megszaradni.

Kitenyésztett mintabol:

A laposcseppneél leirt modon szuszpenziot keszitiink, majd
elkészitjuk a kenetet.

SzobahOn szaradas utan a fixalas hovel torténik. A Bunsen ¢go6
langja felett (kikent oldalaval felfel¢) a Cornet csipeszbe fogott
targylemezt 3x athuzzuk.

- 65-75 °C felett a mikrobak elpusztulnak

- a fehérjek koagulalodnak

- szilardan a targylemezre tapadnak



Eovszeru festés : Metilénkék

1. Kenetkészités

2. Lehtlés utan a festéallvanyra helyezziik a kenetet
3. Festékoldatot ontiink ra, 1-3 percig hatni hagyjuk
4. Csapvizzel leontjiik

5. Szlirdpapirral leitatjuk

6. Immerzids olajjal, 1000 X nagyitassal, emelt kondenzorral
vizsgaljuk

Minden mikroorganizmus kék.



folyéekony tenyeészet

a szilard tap-
talajrol levett
| mintat egy
csepp vizben
szuszpendal-
i juk

zsirtalanitott targylemez

Fi%s,
e

S

kenetkészités kb. 1 cm
atmeroja terileten
|
szaritas

fixalas

A kenetet zsirtalanitott targylemezen készitjiik el (Cornet-csipébe fogva
tobbszor athuzzuk a Bunsen lang felett). A baktérium szuszpenziét levegon
szaritjuk, majd a Bunsen lang felett tobbszor athuzva fixaljuk (a nedves alla-
potban torténd fixalas a mikrobak deformalédasahoz, rosszul festédo torz
alakokhoz vezet!)
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Sarjadzo gomba (Candida albicans) egyszerii festéssel (metilénkék)
keszitett kenete



MNerisgeria gonorrhoeae (egyszerid
festés, metiléenkék)



Gram festés

1884-ben , dan Hans Christian Gram fedezte fel
(pneumoniaban elhalt beteg tliddszovetét vizsgalva)
Alapvet0 differencialo festes:

Gram pozitivak: lila/sotétlila/kek

Gram negativak:piros

Nem festodnek:

Mycobacteriumok, chlamydia, mycoplasma,
rickettsia, legionella csak tenyészetbol, spirochétak
tul keskenyek

Festddést befolyasol(hat)ja:

a tenyeszet kora, eldzetes antibiotikum kezelés,
intracellularis elhelyezkedes

Alternativai:

Japan proba

Bizonyos antibiotikumok iranti érzékenység




GRAM Festés (0sszetett festes)

1. Fixalt kenetet kristalyibolya-Na-oxalat 1:4aranyt
keverékevel 1 percig festiink

2. Leontjik, csapvizzel oblitjiik.

3. 1 percig Lugol oldattal festiink

4. Csapvizzel oblitiink

5. 96%-o0s alcohollal szintelenedésig csepegtetjiik
6. Csapvizzel Oblitiink.

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

8. SzlirOpapirral szaritjuk

9. Olajimmerzioval vizsgaljuk
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kristalyibolya Lugol oldat alkoholos safranin
2 perc 1 perc differencialas 2 perc

Gram-pozitiv Gram-negativ
festés elott A = - T
W) ==

kristalyibolya festés

utan "

Lugol oldat utan é G
3

Alkoholos differen- * ‘:&5’

cialas utan

safraninos utofestés é %ﬁ

utan

Gram-festés: a kristalyibolya és a Lugol oldat (KJ-ot tartalmazé jod oldat) egymasra hatasabol
keletkezo jod-para-rozanilint az alkoholos differencialas kioldja a Gram-negativ baktériumokbol
(elszintelenednek), ezek az utéfestésre hasznalt safranintol piros sziniire szinezédnek, mig a
Gram-pozitivak szine (sotétlila) nem valtozik



Gram-pozitiv coccusok "szolofurt-sze
elrendezésben (Staphylococcus)



Gram pozitiv coccus (Streptococcus pyogeneS)




A%—h - - ~
Gram-pozitiv palca, kozepén nem festédo, a
baktéeriumtestet nem deformaloé spora lathato
(Bacillus cereus)
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Gram negativ coccusok

(Neisseriaceae)
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Gram negativ bacillusok (Pseudomonas
aeruginosa)



Gram pozitiv coccusok
sz6l6furtszerii elrendezédéshen
(Staphylococcus aureus)

Gram pozitiv coccus lancok
hemokulturaban (Enterococcus
faecalis)



Gram pozitiv diplococcusok kdpetben (Streptococcus pneumoniae)



Ad Ile Antigén detektalas

°*  gyors, egyszeru

00000

* magas szenzitivitasu ¢és specificitasu (altalaban)

1. Latex agglutinacio

Bakterialis antigének detektalasa (elsdsorban liquorbol!)

« S.agalactiae, S.pneumoniae, H.influenzae B, N.meningitidis
e  S.pneumoniae, Legionella p. (vizeletbol)

Gomba antigenek detektalasa

«  Cryptococcus neoformans (liquor, serum)

2. EIA (vér, vizelet, liquor, széklet, aspiratum)

Bakterialis antigének—S.pyogenes, L.pneumophilal., C.trachomatis
Bakterialis toxinok — Clostridium difficile, Shiga-like toxin E.coli
Gomba antigének — Cryptococcus neoformans

Parazita antigének — G.lamblia, C. parvum, E.histolytica/dispar
Virus antigenek — adenovirus40-41, HSV, RSV, rotavirus, InfluA4



Ad II/A Tenyésztés

- gold standard

- lehetové teszi a fertozo agens mennyiségi és minoségi értékeléseét is!
Altalaban (rutin) hasznalt taptalajok:

- veres agar, csokoldadé agar, Eosin-metilénkék, PEA, CNA
- foly¢€kony tt. (thioglycolat, Holmann)

- anaerob szelektiv és nem szelektiv tt

Specialis taptalajok:

- Loftler, Clauberg, BCYE, TM, Lewenstein-Jensen, DC, TCBS, Brillant-zold, Bizmut-
szulfit, Korthof, Skirrow, Francis, Bordet-Gengue

Tenyészto kornyezet biztositasa

- aerob, emelt CO2, microaerophil, anaerob+ paratartalom
-25°C, 37 °C, 42 °C



A baktériumok szaporodasa
Baktériumsejt novekszik, majd osztodik = a populacio szaporodik

- Optimalis kortilmények esetén a sejttomeg (sejtszam)
exponencialisan nd az idGvel

- Generacios 1d0: az az 1d6, ami alatt a biomassza tomege a
2xesere no

alt. 20-40 perc (de pl. M. tuberculosis: 20 ora)

valosagban zart tenyészetben a szaporodasi gorbe irja a
sejtszam-valtozast

% TR T
e

oy —
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Exdames A. Sullivan www.cellsalive.com




Stacioner

Deklinacios

€ld sejtszam/ml (log)

0

lag/adaptacios fazis: alkalmazkodas az 1) kornyezethez,

felkésziilés az osztddasra

log/exponencialis fazis: 1dealis szaporodas,
mértéke a fajra jellemz6

stacioner fazis: €10 csiraszam allando, osztddas = pusztulas

a tapkozeg kimertil, toxikus termekek szaporodnak fel

hanvatlo/deklinacios fazis: €10 csiraszam csokken, majd az
autolizis miatt az 0ssz-csiraszam 1s




A baktériumok tenyésztése
Taptalaj: in vitro optimalis feltételek biztositasa

* Megfeleld osszetetel, vegyhatas, ionkoncentraciod
* Optimalis hOmérseklet
* O, jelenléte vagy hianya

I. Osszetétel: H,0, C, N, sok, nyomelem, nativ fehé

a) pH: optimalis 7,2- 7,4
Kivétel: pl. Vibrio cholerae — pH: 8-9.Lactobacillus - pH: 5,4- 6,6

b) 1onkonc.: mikrobak toleransak
halofil: pl. Staphylococcus aureus 7% NaCl



II. Homérséklet: mezofil 30-37°C

termofil > 50 °C
pszichrofil <20°C
pl. Listeria monocytogenes 4 °C — hiitdben is szaporodik

I11. O, jelenléte vagy hianya:

obligat aerob: Pseudomonas aeruginosa (respiracio)
obligat anaerob: Clostridiumok (fermentacid)

fakultativ anaerob: E.coli (mindkét lehetdség, human
pathogének tobbsége)

microaerophil: Campylobacter (alacsonyabb oxigén tenzid)
capnophil: Haemophilus influenzae

emelt széndioxid szint




Taptalajok készitése

pepton: aminosav, polipeptid forras

huskivonat: N, novekedési faktor, szénhidrat
agar-agar: tengeri moszat kivonat
szilarditashoz kell 0,5- 2%-ban

nem tapanyagforras

vizmegkotes: sulyanak 100x-t
95 °C-on olvad
45 °C-on dermed




Folyékony
taptalaj

(bouillon) Szalas (a) és poritott

(b) agar-agar

Agar-agar taptalajok

a. folyékony (98°C)
b. dermedt (40-42°C)
c. agarlemez

d. ferdeagar

e. magasagar




Taptalajok felosztasa
|. Természetes: te], epe, burgonya

II. Mesterseges:

1) Egyszeri taptalajok:
1.1. Folyékony - husleves, bouillon
1.2. Szilard — agar-agart tartalmaznak
- agar lemez: 2% agar-agart tartalmazo bouillon

- veres agar: 5% defibrinalt marhaveérrel dasitott

1gényes baktériumok (haem)

haemolizis 1s latszik




S e

A, B: B-hemolysis, C: a-hemolysis




- csokoladé agar: hokezelt véres agar

meég igényesebb baktériumoknak ( pl.
Haemophylus)

haemet és NAD-ot is tartalmaz
csak az a-haemolizis (zold) lathato
- ferde agar: térzsfenntartasra szolgal

nehezebben szarad ki
oltokacsot hasznalunk hozza
- magas agar: alul anaerob kortilmeények




2) Osszetett taptalajok:

2.1. Differencialo - kiil. tulajdonsagu baktériumok eltéro
morfologiat mutatnak rajta

pl.: laktoz bontas kimutatasa

2.2. Szelektiv Salmonella

bizonyos baktériumok novekedeset elnyomjuk pl. antibiotikum
hozzaadasaval
szelekc10s elOny biztositasa a normal floraval szemben

pl.Vancomycines csokoladé agar — H. influenzae




2.3. Szelektiv — differencialo
Eozin-metilénkék taptalaj: szelektiv — csak a
Gram negativ baktériumokat engedi kinoni
differencialo — laktdz bontas alapjan

L + : sotet lilas telepek

L - : vilagos rozsaszin telepek

Differencial6 taptalaj (EMB taptalaj: eozint, metilénkéket és laktozt
tartalmaz. A laktozbonto baktériumok telepei kékeslilak, a laktozt nem
bontoé baktériumok telepei szintelenek)



3) Transzport taptalaj:

tubusba zart mitanyaglemez, 2 oldalan taptalajokkal
szallitaskor a baktérium mar szaporodni tud (tenyésztés)!
pl. Uricult-Plus

Uricult’ Plus " w

4) Hemokultara taptalajok:
palackban tapanyagokban gazdag folyékony taptala;
ebbe veszik a vért tenyésztes celjara




Tenyesztés feltételei:

1. Aerob bakteriumok:
37 °C termosztatban
70-80% -os paratartalom
O, jelenléte (respiracio)
1 atm.

2. Anaerob baktériumok tenyésztése:

O, hianyaban — fermentacio

Az anaerosztathol a levegot
eltavolitjuk (kiszivjuk), sziikség
esetén inert gazzal (nitrogén)

2. 1 . Fizikai m()dszer feltolthetjiik. A vizsgalando anaerob

baktériumokat taptalajra oltva a

kesziilekbe helyezziik és

Anaerosztat: vakuummal eltavolitott le inbaiuk.
¢és CO, gazkeverék



2.2. Kémiai modszerek

2.2.1. Folyékony taptalajok (szerv bouillonok)
- 10-20 perces fozessel kitizhetd az O,

- leoltas utan steril paraffinnel fedni a tenyészetet

- félfoly€kony taptalajban az O, nehezen dlffundal be

- redox potencial csokkentese o
pl. Holman — husdarabok

2.2.2. Tioglikolat tart. bouillon

redox potencial csokkentese

Fott hust tartalmazoé (Holmann)
taptalaj

5 i ; Anaerob tenyésztésre szolgalo
e ezazurint és taptalaijok
2.2.3.Gaspack anaerosztat dextroz tartalmazo

taptalaj

légmentesen zarodo milanyag henger

palladium katalizator és hidrogeént felszabadito elegy van benne



Palladium katalizator

Fedél leszoritd

Fedél tomitéssel

Natrium-bikarbonatot és
natrium borohidratot
tartalmazo tasak

Anaerob indikator
(metilénkék)

e
\

Petri csésze

Anaerob tenyésztés (GasJar)



3. Microaerophil baktériumok: 5% O,, 10% CO,, 85% N,

tenyésztés csokkentett O,, emelt CO, tartalmu atmoszféraban
pl.: Campylobacter jejuni

4. Capnophyl baktériumok:
tenyésztés novelt CO, tartalmu atmoszféraban - 5-7% CO,
pl.: Neisseria, Haemophylus



A baktériumok novekedésének makroszkopos vizsgalata

Telep (kolonia): szilard taptalajon a baktérium megjelenése

/foly€kony taptalajban zavarosodas vagy
hartya képzodik/

Telepmorfologia megitélésének szempontjai:
nagysag, alak, szine, felszine, sz¢éle, attetszosége,
konzisztencia

- szaga: sk
O o O # .ﬁ #Lf_%%
- = > 53
Pseudomonas — o SR gﬁf
, . . kerel ovalis szabalytalan gyikeres
harsfavirag illat .
H. influenzae — a I S
néthés Orrvéladék szag hullamos  lebenyes erodalt

Keresztmetszet

lapos vagy platiszerii enyhén kildikis sancoltfelszinii szemilcsis
szétteriild doemborni



- pigmentképzés:

a) zsiroldeékony pigment — telep szine (pl. S. aureus)

P
.

P - ""}

b) difftzibilis, vizoldékony pigment — egész taptalajt elszinezi
pyocianin — Pseudomonas aeruginosa o




- haemolizis véres agaron:

a-haemolizis: részleges hemoglobin lebontas — zold udvar

B-haemolizis: teljes vvt. (hemoglobin) lebontas — attetszo
udvar

v-haemolizis: nem termel hemolizint a baktérium — nincs
hemolizis

Hemolizis véres agar taptalajon (a: beta-hemolizis, b: alfa-hemolizis, ¢c: gamma-hemolizis)
- rajzas:
peritrich csillos baktérium (Proteus)

osszefliggo tenyészet, nincs 1zolalt telep




A baktériumok tenyésztésével kapcsolatos alapfogalmak

- Inokulacio, beoltds: kis mennyisegl baktérium steril taptalajba
juttatdsa

- Inokulum: beoltasra hasznalt baktérium mennyiség
- S7élesztés:
1) 1zolalt telep nyerése — indentifikalashoz
(“3 1épeses technika”)

2) “baktérium pazsit” - rezisztencia vizsgalathoz

- Szintenyészet: egyetlen faj sejter alkotjak

- Atoltds: valamely mikroorganizmus tenyészetbdl sejteket
visziink at steril taptalajra, hogy tenyészetet hozzunk 1étre



Vizsgalatok idbigénye

Diagnosztikai mddszer

Vizsgalat ideje

Mikroszkop 1-5 perc

Gram-festés Gram +/- eredmény 10-20 perc
Tenyésztés, identifikalas 1 nap-hetek

Tomegspektrométer tenyésztés utan par perc alatt azonositas
In vitro érzékenységi vizsgalat 1 nap-hetek

Savopar antitest vizsgalat 2-4 hét

Monoklonalis antitestek vizsgalata orak

Antigén detektalas

percek-orak

RT PCR (mikréba azonositas, egyes R gén)

1- néhany ora




Kdrokozé gyors azonositasa — tenyésztés utan

Hagyomanyos gyors tesztek

— Virulencia faktor, biokémiai tulajdonsag vizsgalatan alapuld
» Koaguldz teszt (pl. S. aureus)
* Lancefield szerinti szerotipizalas (pl. S.agalactiae, S. pyogenes, D csoport)
* PYR teszt (pl. S. pyogenes, Enterococcus)
* tokantigének azonositasa (pl. S. pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis)

Automata identifikdlé rendszerek (pl. VITEK, Phoenix)

— Nagyszamu biokémiai vizsgalat végzése, eredmények szamitégépes értékelése
Immunofluoreszcens probak

— Simplex, korokozé specifikus (pl. Legionella)

— Multiplex (?) (pl. PNA FISH — pozitiv hemokulturas palackok vizsgalata)
Tomegspektrométer — MALDI TOF

Molekularis (kérokozé specifikus PCR, 16S rRNS, szekvenalas)



MALDI-TOF MS

Linear flight tube
'y | :I" Detector

Drift path
To
mass spectrometer

i Focusing
Focusing lens e
y P s B
Electric 4 ccelerating Laser beam -
field ‘t electrodes — Matrix ions
Sampl 8 "o~ Cations
ample fray Analyte ~0.®

L, Analyte/ matrix
T;“ complex

Sample tray

MALDI-TOF MS = matrix-assisted laser desorption-
lonization time of flight mass spectrometry

Riboszomalis és egyéb proteinek analizise —
jellemzo6 az adott speciesre

Shimadzu



MALDI-TOF MS vizsgalat folyamata

Hormalized peak halghts:
=

£000 800D VIGO0 18000 g

A

Gram-positive, 1. Minimize passage 3. Spot target 3. Full extraction
Gram-negative numbers ‘organism, overlay am  With Ethanol and
bacteria 2. Select colony with 1uL Formic Acid D) Formic Acid
104-106 CFU £
= =
Non-fermenting 1. Minimize passage 3. Spot target organism R k' S| a Id t- H ﬂﬁ Score Value NCEI
Gramvnegative  numbers {optional Formic Acid overlay) anking pecies ldentification Code
i 2. Select colony
"
e il ( - ; Enterococcus faecium DSM 17050 DSM
MALDI plate
"""""""""""""""""""""""""""""""""""" 2 :
Anaerobic 1. Minimize passage 3. Spot target 3. Full extraction (++) Enterococeus faecium 20218 _1 CHB
bacteria numbers ‘organism, overlay s With Ethanoland
2. Select colony with 1uL Formic Acid £ Formic Acid/Acetonitrile 3
(++) Enterococcus faecium 11037 CHB
W MALDI pla(e
( :". ) Enterococcus faedium DSM 13589 DSM
1. Transfer bacteria to 2. Lysis with 3. Add Formic Acid/ 5 =
screw cap tube glass beads m Acetonitrile mixture Enterococcus faecium DSM 2146 DSM
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» . (A SR .
2 Hastatds ok hod & “Emg‘gg" . Enterococcus faecium DSM 2918 DSM
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Nocardia, 1. Boil large: 2. Ethanol extraction, ( 3_ ) Enterococcus faecium PX_21086109_III MLD 1,949 1352
Actinomycetes amounts of bacteria dry pellets,and
(turbid suspension) resuspend in Formic Acid
- = @ £ Enterococcus faecium DSM 6177 DSM 1.862 1352
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( 3 ) Enterococcus faecium VRE_PX¥_16086218 MLD 1.83 1352
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FIG 3 Additonal soggestions for MALDI-TOF MS sunpl preparaions foe e with diffsent clames of microbes. Differest groupe of microorgasisos .
vary in their cellular These diffrences have been demonstraed to affect he qualiy of specra generated I I -
during MS experiments and, thus, the accuracy TEMATDITOF Me-dereds from a number of studies A . 5 7 p e rC
have evaluated different methods for sample preparation of different groups of microorganisms, ranging direcly from intact-cell to full-protein-

esults from are d here. Proper biological safety precautions should be followed with respect to
dangerous e e ‘groups of organisms.




MALDI-TOF MS - a forradalmi ujitas

* MALDI-TOF MS = matrix-assisted laser desorption-ionization time of
flight mass spectrometry

* A baktériumok, gombak identifikalasa gyors, egyszeri, az eredmény
pontos (tobbnyire a DNS szekvenadldssal egyenérték)

— Rutin mikrobioldgiai laborban izolalt mikrébak 93 — 96 %-nal egyéb
vizsgalatokkal egyenérték( eredmény

* Arutin biokémiai vizsgalatokkal nem vagy nehezen azonosithato
baktérium, gomba fajok is identifikalhatok

— Koagulaz-negativ staphylococcusok
— Nem-fermentald mikrobak

— Streptococcusok

— Anaerob baktériumok



MALDI-TOF MS - a forradalmi ujitas

Jelen korlatai
— a tomegspektrum konyvtar hianyossaga
— a kozeli fajok nagyfoku hasonldsagot mutatdo tomegspektruma

e S. pneumoniae/S.mitis-oralis
 E. coli/Shigella spp.

— egyes baktériumoknal az dsszetett sejtfal szerkezet miatt nehezen
feltarhato fehérje allomany - Specialis el6kezelési protokollok
* Gombak, mycobacteriumok, nocardiak

Szikségessé tehetik egyéb identifikalo mddszerek (biokémiai vagy
molekularis) hasznalatat



Ad II/C Antibiotikum €rzekenység vizsgalata
A modern antibiotikum alkalmazas elve: hatékony, magas
koncentraciot biztositd antibiotikum adasa a lehet6 legrovidebb 1deig
Az antibiotikum alkalmazas valdjaban csak szelektal

Egyes baktériumok antibiotikumokkal szembeni rezisztencidjanak
Ismerete

Legfontosabb rezisztencia mechanizmusok:

— atb.-t hasito, modifikald enzimek termelése

— atb.kotdhely valtozasa

— sejt permeabilitas csokkenés

— efflux

Egyszerre 2-3 rezisztencia mechanizmus is jelen lehet

Az antibiotikum hatasat egy baktériummal szemben az un. minimalis
gatld koncentracid (MIC) meghatarozasaval jellemezziik



Miért kell rezisztencia vizsgalatot végezniink:

* az adott folyamatban korokozonak tartott

baktérium nem valt-e masodlagosan rezisztenssé azzal/azokkal az
antibiotikumokkal szemben, amelyek a szakma altalanosan
elfogadott allaspontja szerint klinikailag az ajanlott antibiotikumok

kozé tartozik

Rezisztenciara utalo fenotipusos jegyek vizsgalata a rutin
diagnosztikaban

MIC
*korongdiftuzid
erezisztencia mechanizmus kozvetlen kimutatasa
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