Celed’ Enterobacteriaceae

Enterobakterie nalezi k velice ¢asto izolovanym bakteriim z klinického materialu. Jsou to
Gramnegativni tv¢inky obligatné patogenni, jiné jsou soucasti normdlni fléry zazivaciho
traktu, ale mimo zazivaci trakt mohou byt patogenni.

S enterobaktericmi se miZzeme setkat pti vySetieni stolice, moéi, sputa, hnisu, likvoru, vytéra
z ran, z pochvy. Mohou vyvolavat infekce postihujici kterykoli organ.

Mikroskopie: mikroskopicky prikaz ma vyznam u téch druht klinickych materiala, kde se
enterobekterie bézné nevyskytuji ( likvor, krev, punktaty, hnis apod. ).Stolice se mikroskopic-
ky nevySettuje.

Kultivace: kolonie si jsou na krevnim agaru velmi podobné. Byvaji relativné velké ( az 5 i
vice mm ), lehce vypouklé, hladké, leskl¢. Cast kmenti miZe vykazovat 8 hemolyzu. Pokud
kmen tvofi pouzdro, napf. u klebsiell, mivéa kolonie mukézni charakter. Kolnie vé€tsiny kmeni
rodu Proteus maji charakteristicky plazivy riist ( Rausstiv fenomén ).

Pro kultivaci pouzivame krevni agar a selektivné diagnostické ptidy, zejména Endova puda,

MacConkey agar, pudy MAL ( maltoza, arabinbza, laktoza ), XLD ( xyloza, laktoza, deoxy-
cholat ).

Identifikace: Enterobakterie maji velmi pestrou biochemickou aktivitu. Mezi zékladni bio-
chem aktivity patti - schopnost fermentace glukozy
- negativni oxidazova a v€tdinou pozitivni kataldzova reakce
- schopnost redukovat nitraty na nitrity
Pro hrubé uréeni stati Svejcarova izolaéni plotna.. Je pouZitelna pro identifikaci bakterii, které

nestépi laktozu. U bakterii $t€picich laktézu jsou kolonie Cervené na celé Endove padé a nelze
hodnotit $tépeni manitolu a sachardzy.
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Laboratorni diagnostika hemofilu

ROD HAEMOPHILUS

Jedna se drobn¢ gramnegativni tyCinky s vysokymi kultiva¢nimi naroky. U ¢lovéka puasobi
komplikace hlavné virovych infekci dychacich cest, stiedniho ucha a vedlej$ich dutin. Jsou
vyznamnym puvodcem meningitid.

Mikroskopie: drobneé §tihle, gramnegativni ty¢inky, opouzdiené i neopouzdiené.

Kultivace: Hemofily jsou kultivaéné velmi naro¢né. Vyzaduji rustove faktory V ( nikotina-
midadenindinukleotid ) a X ( hemin ), které jsou obsazeny v eytrocytech, ale hemofily je ne-
dokazi sami uvolmt. Kultivuji se na ¢okoladovém nebo Levinthalové agaru, kde jsou ristove
faktory z erytrocyti uvolnény teplem. Aby pudy byly selektivni, pfidava se bacitracin.

Cokoladovy agar — $edé, prihledné kolonie

Levinthaliv agar — prauhledné lesklé kolonie.
V obou ptipadech se pudy nechavaji kultivovat 48 hodin za zvy3ené tenze CO,.

Krevni agar — hemofily je mozné kultivovat pouze s kmenem Staphylococcus aureus,
ktery svymi hemolyziny uvolni z erytrocyth ristove faktory. Hemofily rostou v z6né hemoly-
zy nebo v jeji tésné blizkosti, tomuto jevu se fika satelitovy fenomén.

Identifikace: podle rustu na kultivanich pudach. Rizné druhy hemofilii Ize odlisit podie
narokii na rustove faktory. Pouzivame puidy, které neobsahuji ani stopy rustovych faktort,
napf. zivny agar. Pudy se naockuji vySetfovanym kmenem a na povrch se umisti tfi pairové
disky. Jeden je nasycen X-faktorem, druhy V-faktorem, tfeti smési faktorii X+V. Pro kontrolu
st kmen naockuje 1 na krevni agar k ovéfeni, zda skuteéné vykaze satelitovy fenomén. Po
inkubaci se druhy den zji8t'uje, kolem kterého z diskt kmen vyrostl:

X+V H.influenzae
H. haemolyticus
X4V VH parainfluenzae
X1V I x H.ducreyi
H.aphrophilus ( dovede syntetizovat hemin,takze nema striktni
pozadavky na rustové faktory )
Haemophilus influenzae vyvolava rizné zavazné respiraéni infekce ( sinusitidy.otitidy ), u
déti hnisavou konjuktivitidu. Z opouzdienych kment H.influenzae se nejcastéji izoluji seroty-
py baf U déti do 5 let jsou nejcastéjsim puvodcem hnisavé meningitidy a epiglotitidy.
Haemophilus parainfluenzae se povazuje za normalni mikrofléru hornich cest dychacich. M-
ze viak vyvolat sinusitidu, bakteriémii, endokarditidu.
Haemophilus aphrophilus je normélnim obyvatelem hornich ¢asti respiracniho traktu.
Haemophilus ducreyi je pavodcem klasické pohlavné pfenosné choroby, meékkého viedu (
ulcus molle ). Choroba se projevuje bolestivymi viedy na sliznicich urogenitalu.

Nepnmv prikaz: metodou ELISA stanovem,hladmy protilatek proti H.influenzae tvp b pro
mzm o PRUTIATIROVE P! o 'WQVAM
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Zpracovani hemokultur

Sepse je klinicky stav té7ké infekce spoieny s viskytem bakterii v krvi. Pro vznik sepsi
ma velky vyznam i infekce pooperaénich ran, vliv poskozeni tkané permanentnimi katet-
1y, popaleniny a infekce podkoznich tkani. Sepse se stavaji komplikaci zakladniho one-
mocnéni, které snizilo celkovou rezistenci organismu (napf. tumory, diabetes..).

K bakteriémii dochazi v disledku vytvorfeni loziska, ze kterého se obcas nebo stale vy-
plavuji bakterie do krve. V piipadé sepsi vyvolanych grampozitvnimi bakteriemi je vstup-
ni branou kiize nebo sliznice. U sepsi vyvolanych gramnegativnimi bakteriemi je lozisko
nejcastéji v moCovém nebo dychacim traktu .Gramnegativni bakterie se ¢asto usazuji na
sténach kanyl, zavedenych do zil.

Nejlepsi vysledky davaji odbéry provedené pted nasazenim antibiotik. 1.vzorek je tfeba
odebirat na zacatku teploty ¢i tiesavky a pokud teplota stoupa pravideln¢ v ur€itou dennf
dobu, pak asi 1 hod. pted timto vzestupem Dalsi vzorky se odebiraji podie teplotni kfivky.

Kultivace

Kultivaci provadime v automatickém analyzatoru. Do specielnich Jahvi¢ek pro aerobni
nebo anaerobni bakterie naoCkuji pfimo na oddéleni injekéni stiikaCkou asepticky asi 5 ml
krve. Lahvi¢ky se umisti do termostatové skiin€ analyzatoru. Teplota kultivace se pohy-
buje mezi 35 — 37°C a délka kulti\&ce by méla ¢init & dnd. PHi riistu bakterif vznika CO,,
jehoz plsobenim zezloutne terdil To-dne lahvigek Tento proces je kazdych 10 minut mo-
nitorovan a vyhodnocovan. Pozitivni vzorek je signalizovan svételné, zvukové, pisemné.

Z pozitivni hemokultury se pfipravi natér a obarvi dle Grama. Na zaklad& mikroskopic-
kého nalezu se ockuji vhodné pevné pidy a zakladaji orientacni diskové citlivosti na
vhodna antibiotika.

Etiologické agens infekce predstavuji z bézné izolovanych mikrobti Staphylococcus au-
reus, FEscherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, enterokoky a Candida albicans.
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Laboratorni diagnostika anaerobnich bakterii

Zpracovani hnisu

Nejb&zn&j$im vzorkem odebiranym u hnisavych infekci je stér z rany &i abscesu na tampo-
nu. Stér z rany musi byt zanofen do transportni pidy, jinak b&€hem dopravy do laboratote ma-
teridl na tamponu vysycha a hynou v ném anaeroby.

Pti odb&ru materidlu z hnisavého loziska je nejlep$i odebrat injek&ni stfikackou hnis jako
tekutinu, nechat nasazenou jehlu a tu zabodnout do sterilni gumové zatky. Stfikacku s hnisem
zaslat do laboratofe.

Z hnisu se piipravi mikroskopicky preparat, ktery se obarvi dle Grama.O¢&kuje se na krevni
agar se stafylokokovou &arou, selektivng diagnostickou ptidu na enterobakterie (rad&ji padu
Mac Conkeyho nez Endovu kviili potlageni plazivého ristu protea ) a selektivni piidu pro sta
fylokoky ( napft.krevni agar s 10% NaCl ).Na pomnozeni se ockuje do tekutého aerobniho
bujénu. Rozhodné je viak tfeba hnis kultivovat i anaerobné, a to na krevnim agaru obohace-
ném suplementy pro rist anaerobi ( Ize na ném odstinit gramnegativni fléru
napf.amikacinovymi disky ) a v kvalitnim bujonu pro anaeroby ( napf. VL bujon ).

Anaerobni kultivace

Anaerobni bakterie nemaji enzym peroxidazy, ktery by je chranil pfed toxickymi slou¢eni-
nami kysliku. Proto je musime kultivovat v atmosféte bez kysliku nebo v médiich obsahuji-
cich redukuyjici slouCeniny.

Oxidoreduké&ni potencial ( Eh ) je napé&ti vyjadfené v mV, které vzniké jako vysledek nerov-
novdhy mezi oxida¢nimi a reduk&nimi produkty v médiu. Méfi se milivoltmetrem nebo podle
barevnych indikatord. _
Masopeptonovy bujon ma Eh asi +300mV, zatimco anaerobni bakterie za&inaji rust pfi hod-
notach —100mV.

Pidy pro anaerobni bakterie obasahuji redukujici latky ( cystein,gluk6zu...). Pidy se pted
puzitim musi regenerovat. Tekuté piidy povafenim, aby se vypudil kyslik, tuhé pidy vlozenim
do anaerostatu. Pudy byvaji ve vysokych sloupcich nebo vrstvach. :

Anacrobni prostfedi pro rist bakterii je mozno dosahnout:

—  zabranénim vniknuti kysliku do média

— nahrazenim kysliku v atmosféfe jinym plynem

- vyvazanim kysliku chemickymi nebo biologickymi reakcemi

Pfistupu kysliku zabranime jiZ pti odb&ru materialu, kdy vzorek k vySetteni za$leme piimo

v injek¢ni stfikalce, z niZ byl vytlaten vzduch a jejiZ jehla je zabodnuta v gumové zétce. Te-

kuté pidy prevrstvujeme malym mnoZstvim sterilniho parafinového oleje. Pidy pro kultivaci
anacrobnich bakterii obsahuji reduk¢ni &inidla, kterd snizuji redox potencial.

Nahradit vzduch mizeme n&kterym jinym plynem. Ide4lni je sm&s 70 @z 10% Mz + 443{/91 N,
Pouziva se ve zvlast konstruovanych termostatech, ve kterych rostou bakterie v idealni anae-
robni atmosféfe. '
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Kultivace za anaerobnich podminek dnes snadno dosahujeme v tzv. anaerostatech. Anae-
rostat je valcovitd nddoba s vikem, do které vloZime az 12 Petriho misek, sa¢ek s vhodnymi
chemikaliemi ( smé&s hoi¢iku, kyseliny vinné a uhliéitanu sodného ) a katalyzator. Do sacku
ptidame vodu. Chemickou reakci vznika vodik a CO,. Vodik se za pfitomnosti katalyzatoru
slouti s kyslikem za vzniku vody. Katalyzator obsahujici paladium ukladame v podobé& kovo-
vého polstarku pod viko anaerostatu. ,

Nov¢jdi soupravy nepotfebuji vodu, katalyzator je jiZ obsazen v sacku. Dal3i pritb&h reakce je
shodny. Jsou vyrab&ny také soupravy, kde vkldddme jen jednotlivé Petriho misly do sa¢ku

z plastu a pfidame men$i mnoZzstvi uvedenych chemikalii.

Zpracovani hnisu

Odbér materidlu

Nejbézn&jsim vzorkem odebiranym u hnisavych infekei je stér z rany na odbérovém
tamp6nu. Stér z rainy musi byt zanofen do transportni piidy, jinak béhem dopravy do labo-
ratofe material na tampoénu vysycha a hynou v ném anaeroby. Stér zaslany v transportni
pude se nehodi k piipravé mikroskopického preparatu.Doporucuje se zaslat stéry dva, je-
den v transp.pidé ke kultivaci, druhy na suchém tampénu k piipravé mikroskop.preparatu.

Pii odbéru materidlu z hnisavého loZiska je tfeba odebrat injekéni stfikackou hnis jako
tekutinu, nechat ve stfika&ce s nasazenou jehlou, tu zabodnout do sterilni gumové zatky a
stfikaCku s hnisem zaslat do laboratofe.

Mikroskopie
Preparat se barvi podle Grama

Kultivace
Ockujeme na krevni agar se stafylokokovou &arou, selektivné diagnostickou pidu na

enterobakterie (radéji pidu MacConkeyho nez Endovu kviili potladeni plazivého riistu
protea) a selektivni plidu pro stafylokoky (KA + 10% NaCl) na pomnoZeni bakterii o&-
kujeme do tekutého aerobniho bujénu. Rozhodné je tieba hnis vzdy kultivovat i anaerobné
a to na krevnim aga obohaceném suplementy pro rist anaerobii (1ze na ném odstinit
gramnegativni fléru napf.amikacinovymi disky) a v kvalitnim bujénu pro anaeroby.

Pfi¢inou infekci ran byva pfedeviim Staphylococcus aureus, beta-hemolytické strepto-
koky, clostridia. Popaleniny ¢asto infikuje Pseudomonas acruginosa.



Lab.diagnestika TBC,zpracovani sputa na BK

Rod Mycobacierium zahrnuje acidorezistentni ty€inky ¢asto vyzadujici dlouhodobou
kultivaci. Nejdilezit€jsi pro ¢lovéka jsou tuberkuldézni mykobakteria Mycobacterium
tuberculosis ( bacil Kochtv, BK ) a M.bovis a pivodce malomocenstvi M.leprae.

Odbér materialu

TBC je tzv. specificka infekce, ktera mize postihnout prakticky kterykoli organ. U
nejc¢astéjsi formy plicni odebirame sputum nebo laryngealni vytér. Dale odebirame
ruzny material podle lokalizace infekce, napf. mo¢, punktaty, likvor.

L

Mikroskopie

Mykobakteria se pro pfitomnost velkého mnozstvi lipidl ve své sténé nebarvi podle
Grama. Klasickou technikou barveni na acidorezistentni ty€inky je barveni dle Ziehla-
Neelsena.
Postup barveni:
1. Priprava fixovaného preparatu
2. Barveni koncentrovanym karbolfuchsinem. Skli¢ko s preparatem se pieleje
karbolfuchsinem a plamenem kahanu se zahieje 3x do vystupu par. Nesmi
varit!'Barvi se 3-5 minut.
Odbarvovani kyselym alkoholem ( alkohol s kys.sirovou nebo chlorovodikovou)
Skli¢ko se drzi v ruce $ikmo a preléva se kys.alkoholem. Po odbarveni se preparat
oplachne vodou.
4. Kontrastni barveni. Preparat se barvi metylenovou modfi nebo malachitovou zeleni

asi 30 s.

5. Oplachnuti vodou a osuSeni preparatu.

9%}

Po obarveni jsou acidorezistentni mikroby a utvary ¢ervené. Pozadi je modré nebo
zelené ( podle pouzitého barviva ).

Kultivace

Vzorky normalné sterilni (likvor, biopsie ) 1ze kultivovat rovnou. Vétsina vzork (
napf. sputum ) obsahuje tzv. nespecifickou mikrofléru: rozmanité druhy jinych
mikrobu, které by mykobakteria rychle prerostly a ptidu znehodnotily. Tyto vzorky
musime ostatnich mikrobt zbavit. Tento dekontaminaéni postup se nazyva moreni

vzorku. Pomofteny vzorek se zkoncentruje centrifugaci a teprve pak se vysetiuje
mikroskopicky a kultiva¢né.

Vysetfovany materidl homogenizujeme a prelejeme ztedénou HEI na 30 minut. Béhem
této doby usmrtime vcechny ostatni bakterie, zatimco mykobakteria, ktera jsou acido-
alkalirezistentni, pfeziji. Po neutralizaci NaOH ockujeme na specialni zZivné pidy.
Kultivujeme soucasn¢é na 3 - 4 tekutych i pevnych ptidach. Pida Lowenstein-
Jensenova a Ogawova jsou tuhé, zelené-zluté vajené piidy, nalévané do zkumavek jako

Sikmy agar a uzaviené gumovymi zatkami, aby béhem dlouhé kultivace nevyschly.



Mykobakteria na nich vyristaji v koloniich pfipominajicich malé rizice kvétaku. Pudy
Sulova a Bani¢ova jsou tekuté nazloutlé pidy, kde mykobakteria rostou v zrnitém
sedimentu. Pudy se odecitaji za 1, 3, 6, a 9 tydnu kultivace pi1 37°C.

Pokus na zvireti

Je indikovan zejména tam, kde se jedna o material vzacny a neopakovatelny, jako je
likvor, hnis nebo bioptické vzorky a o némz se predpoklada, ze obsahuje malo
Kochovych bacilu.
Vzorek se o¢kuje morceti pod kuzi obou zadnich koncetin na vnitini stran¢ stehna pod
tiisly. Pfiblizné za 14 dnt se v mistech vpichu muze vyvinout vied a asi po 2 mésicich
zvife hyne. Pti pitve€ nalézame loziska ve slezing a jatrech a n€¢kdy 1 v plicich.

Novéjsi (rychlé) postupy v diagnostice mykobakterii

Dlouhé¢ trvani klasické kultivace na BK vede ke snaham dobu vySetfeni co nejvice
zkratit. Byl vyvinut systém, ktery v poloautomatickém pfistroji dovoluje detekovat
pomnozena mykobakteria na zakladé uvolnovaného radioaktivniho CO, do 14 dna,
Casto 1 mnohem dfive.

Vysoce citlivé, a proto vyuzitelné k prikazu genomu mykobakterii pfimo v klinickém
materialu, jsou metody vyuzivajici amplifikace nukleovych kyselin - polymerdzova
Fetézova reakce ( PCR ).

Neprimy prukaz tuberkulozy

Prikaz pozdni ptecitlivélosti tuberkulinovym koznim testem se uziva pted ockovanim
proti tuberkuloze ( kalmetizaci ) jako test dle Mantoux. Tuberkulin se v malém
mnozstvi vstiikne intradermalné. Jedinci, ktefi se s infekci setkali, zlstavaji Iéta
precitlivéli a v misté podani se u nich vyvine zanétliva reakce. O¢kuji se pouze ti, ktefi
zustali tuberkulinnegativni. Pt pozitivnim testu se od ockovani musi upustit pro
moznost zvySené reakce po podani BCG-vakciny.




Lab.diagnostika TBC.,zpracovani sputa na BK

Rod Mycobacterium zahrnuje acidorezistentni ty€inky ¢asto vyzadujici dlouhodobou
kultivaci. Nejdilezitej$i pro ¢lov€ka jsou tuberkul6zni mykobakteria Mycobacterium
tuberculosis ( bacil Kochiv, BK ) a M.bovis a ptivodce malomocenstvi M.leprae.

Odbér materidlu

TBC je tzv. specificka infekce, ktera muze postihnout prakticky kterykoli organ. U
nejcastéj§i formy plicni odebirame sputum nebo laryngealni vytér. Dale odebirame
rizny material podle lokalizace infekce, napt. mo&, punktaty, likvor.

-

Mikroskopie
Mykobakteria se pro pfitomnost velkého mnozstvi lipidl ve své st€n€ nebarvi podle

Grama. Klasickou technikou barveni na acidorezistentni ty€inky je barveni dle Ziehla-
Neelsena.

Postup barveni:

1. Ptiprava fixovaného preparatu

2. Barveni koncentrovanym karbolfuchsinem. Skliko s preparatem se pieleje
karbolfuchsinem a plamenem kahanu se zahfeje 3x do vystupu par. Nesmi
vafit!!Barvi se 3-5 minut.

3. Odbarvovani kyselym alkoholem ( alkohol s kys.sirovou nebo chlorovodikovou)
Skli¢ko se drzi v ruce Sikmo a preléva se kys.alkoholem. Po odbarveni se preparat
opléchne vodou.

4. Kontrastni barveni. Preparat se barvi metylenovou modfi nebo malachitovou zeleni
asi 30 s.

5. Oplachnuti vodou a osuseni preparatu.

Po obarveni jsou acidorezistentni mikroby a utvary &ervené. Pozadi je modré nebo
zelené ( podle pouzitého barviva ).

Kultivace

Vzorky normalng sterilni (likvor, biopsie ) lze kultivovat rovnou. VétSina vzorki (
napf. sputum ) obsahuje tzv. nespecifickou mikrofléru: rozmanité druhy jinych
mikrobu, které by mykobakteria rychle pterostly a pidu znehodnotily. Tyto vzorky
musime ostatnich mikrobt zbavit. Tento dekontamina&ni postup se nazyva moreni

zorku. Pomoteny vzorek se zkoncentruje centrifugaci a teprve pak se vySettuje
mikroskopicky a kultiva¢ng.

Vy3ettovany materidl homogenizujeme a prelejeme ztedénou HEY na 30 minut. B&hem
této doby usmrtime v€echny ostatni bakterie, zatimco mykobakteria, ktera jsou acido-
alkalirezistentni, pfeziji. Po neutralizaci NaOH o¢kujeme na specidlni zivné pidy.
Kultivujeme sou€asné na 3 - 4 tekutych i pevnych ptidach. Puida Lowenstein-
Jensenova a Ogawova jsou tuhé, zelen€-zluté vajeéné plidy, nalévané do zkumavek jako

sikmy agar a uzaviené gumovymi zatkami, aby b&hem dlouhé kultivace nevyschly.



Barveni dle ZIEHLA — NEELSENA:
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druhé nejrozsivengjsi barvent

T_\'to mikroorg. pfijimaji barvivo velmi $patné, ale piijaté barvivo si zachovavaji i pii
odbarvovani kyselinami, alkoholem a jinymi odbarvujicimi prostfedky

pii tomto barveni se pouzivaji koncentrované barvici barviva, kterymi se barvi za tepla
odbarvujeme pomoci kyselého alkoholu nebo kyselinou sirovou a pozadi dobarvujeme
pomoci kontrastniho barviva

acidorezistenini bakterie se karbolfuksinem barvi do rizova a kontrastuji s modrym

nebo zelenym pozadim, které tvofi bb. elementy a neacidorezistentni bakterie
prohlizime 50 zornych poli meandrovité

postup:

I. preparat prelejeme koncentrovanym karbolfuksinem a ze spodu zahtivame az do vystupu

par. opakujeme 3x 3 - 5 min.

oplach vodou
2 odbarvujeme kyselinou sirovou a nebo kyselym alkoholem dokud odchazi barva
oplach vodou

3. dobarvujeme roztokem metylenové modie nebo malachitové zelené 10 — 30 sekund

oplach vodou + osusSeni

Pozorujeme imerz, vySetfujeme 50 zornych poli v péti riznych mistech preparatu.
Acidorezistentni ty€inky jsou rizové, pozadi preparatu (v piipadé barveni sputa tvori
pozad prepardtu leukocyty, epitelie, mikroby jiné neZ acidorezistentnl a hlen)
modré nebo zelené.



Laboratorni diagnostika kvasinek a plisni
VySetiovaci metody v lékaiské mykologii se odlisuji od metod pouzivanych v bakteriologii.
Princip mykologické diagnostiky je stejny: pFimy, nepfimy.

Za infek¢ni agens povazujeme takove kmeny mikromyecet, které byly u pacienta izolovany
opakovang.

ODBER A ZPRACOVANI MATERIALU

Do mykologické laboratofe jsou zasilany nejriznéj$i materidly — vytéry na tamponech,
sputum krev, hnis, punktaty (pfi podezteni na systémové mykdzy ), Supiny kiize ¢i nehtu,
vlasy a chlupy ( pfi podezieni na povrchové mykdzy ).

Kozni Supiny

Material je odebiran vyhradné z okrajové ¢asti loziska, nikoli z jeho stfedu. V oblasti
pifechodu zdravé a postizené tkané je zivotaschopnost piivodce nejvétsi. Misto odbéru
dekontaminujeme 70% alkoholem. Odbér provadime se§krabanim jemnych Supinek kuze
sterilnim skalpelem nebo eventuelné tamponem navlhéenym ve fyz. roztoku.

Vlasy a chlupy
Nutné vytahnout i s kofenovymi vacky a vlozit do sterilni zkumavky.

Nehty
Odbeér provadime po odstranéni povrchovych €asti ( byvaji kontaminovany ). Po desinfekei
alkoholem seSkrabneme drobné ¢astecky do sterilni zkumavky.

Pfi zasilani materialu na pivodce povrchovych mykoéz nejsou nutna Zadné zvlastni opatieni

( ptivodei jsou schopni v Supindch ptezit fadu dni ).

Pfi zasilani materidlu na ptivodce systémovych mykodz plati stejné zasady jako u bakteriolog.
vysetfeni. Je nutné pii odbéru zhotovit 2 natéry (Gram, mykologické ¢i histologické barveni).

PRIMY PRUKAZ PUVODCU MYKOTICKYCH ONEMOCNENI

Mikroskopické vySetieni

Mikroskopie ma v Iékatské mykologii velky vyznam. Umoziiuje v kratké dobé po dodani
materialu do laboratofe rozlisit, zda se jedna o mykdzu, piipadné, ze které skupiny
mikromycet plivodce pochazi.

Louhové preparaty

Castecky supin kiize ¢i nehtd, vlasy, chlupy, umisténé na podloznim skle zakapneme 10-40%
KOH. Preparat ptikryjeme krycim sklickem a nechame pusobit 30-60 min. Tato doba je
dostacujici na projasnéni preparatu, které umozni rozeznani mykotickych element.

Preparaty s inkoustem Parker

Stejny princip jako u louhovych preparati. Inkoustové barvivo ( 20% KOH + 10%inkoustu
Parker ) vyrazné probarvuje mykotické elementy, nikoli ostatni material. Vysledkem je
podstatné snazsi a presnéjsi odliSeni probarvenych mykotickych struktur.

Preparaty s Lugolovym roztokem

Piipravuii se z tekutych materialii ( sputa, punktaty, likvor ) jejich smichanim s Lugolovym
roztokem v poméru 1:1 na podloznim skle. Po piekryti krycim sklickem odecitame. Vhodné u
predpokladan¢ piitomnosti rychle rostoucich vlaknitych hub ( aspergily, penicilia ).



! ADENTIFIKACE KVASINKOVYCH MIKROMYCET

Spektrum druht kvasinek, které mohou zpisobit infekce se rozsifuje. V soucasné dobé je
prokazanoy@énejméné 16 zastupcl rodu Candida , ale i nékteré druhy z rodit Cryptococcus,
Rhodotorula, Sacharomyees, Trichosporon...

Jednoznaé¢ni pivodci onemocnéni: Candida albicans, C. crusei, C. tropicalis, C
pseudotropicalis, Trichosporon beigelii, T. capitatum.

Mikroskopie

U preparatu barveného dle Grama nalézame G+ ovalné nebo kulaté buriky, ¢asto pucici a
tvofici pseudomycelia.

Kultivace kvasinek

Je mozna na b&€Znych pidach — KA, Sabouraudiv agar. Kvasinky tvoii vétSinou lesklé,
vypouklé kolonie bélavé az smetanové barvy. Nékteré kmeny produkuji riizové az Cervené
pigmenty. <

Druhovi identifikace izolovanych kvasinek neni snadna. Rozdily v biochemickych testech
jsou nekdy pomérné jemné. Pti urovani izolovaného kmene kvasinkovité houby byva
odliseni nejfrekventovanéjsiho druhu Candida albicans. Kmeny tvofi vice nez 80% vsech
natéra kvasinek v klinickém materialu.

K rozlieni C. albicans pouzivime Candiselect, Chromagar.

Klasickou metodou odliSeni C. albicans se tzv. germ-tube test ( test tvorby kli¢nich vak ¢i
zarode¢nych kli¢ki ). Test provadime na agarové puidé obsahujici Tween 80, tence nalité na
podloznim skie nebo Petrino misce. Zkoumané kmeny se nao¢kuji ¢arou a ptikryji krycim
sklem. Po 3 — 4 hodinéch inkubace pii 37°C se naockované ¢ary prohliZi objektivem bez
imerze. Kmeny C. albicans tvoti zarode¢né klicky vyrustajici z kvasinkovych bunék.

Dalsi moznosti je kultivace kmene na kuku¥i¢ném nebo ryzovém agaru s Tweenem 80

3 dny pii 28 - 30°C, kde C. albicans opét tvoii zarode¢né kli¢ky.

Ostatni kandidy na pade s Tweedem 80 zarode¢né kli¢ky netvofi a douréuji se podle
biochemické aktivity.

Auxanogram: testovani asimilace — vyuziti dusikatych latek k ristu jako zdrojt uhliku.
Zymogram: testovani $t€peni cukru.

V soucasné dobé lze vyuzit i identifika¢ni systémy uzivanych k druhovému uréovani
kvasinkovych mikromycet — API 20 C, Auxacolor.

NEPRIMY PRUKAZ MIKROMYCET
Nejcasté€ji uzivanymi reakcemi byvaji: aglutinace, vazba komplementu,
dvojita imunodifuse, imunoelektroforéza a ELISA.

PR



Lab.diagnostika kvasinek a plisni

Odbér . SE]
Do my« _iogické laboratofe byvaji zasilany nejrizn€j$i materialy - vytéry na
tampoénech, sputum, krev, hnis, punktaty ( pfi podezieni na systémové mykozy ) nebo

téz Supiny ktze ¢i nehtl, vlasy a chlupy ( pfi podezieni na pfitomnost pavodctu
povrchovvch mykoz ).

Mikroskopie

Ma v Iékarskeé mykologii velky vyznam, nebot’ umoznuje v kratké dobé po dodani
materialu do laboratore rozliit, zda se jedna o mykozu. Nejcast&ji se pouzivayji
nasledujici druhy preparati.
Louhové preparaty ptipravime tak, ze ¢astecky Supin na podloznim skle zakapneme 10 -
40 % KOH. Preparat ptfikryjeme krycim sklickem a nechame ptsobit 30 - 60 minut.
Tato doba je dostaCujici k dokonalému projasnéni preparatu, které umozni rozeznat
mvkoticke elementy v preparatu.

Preparaty s inkoustem Parker. Vyhodou je snaz§i a rychlejsi odliseni modte zbarvenych
mvkotickych elementd.
[ ]

Kultivace

Material zaslany na mykologické vySetfeni ockujeme pievazn€ na tuhé pudy, sikmo
nalite ve zkumavkach. Univerzaini pidou je Sabouraudiv agar s 2% glukozv a
antibrotiky.

Doporucuje se kazdy vzorek materialu ockovat nejméne do 2 zkumavek a inkubovat pi
28 - 30° C. Delka kultivace zavisi na druhu mikromycety. Kvasinky a pravé plisné
rostou obvykle 2 - 5 dnti, dermatofyty vyristaji do 4 tydnu.

Rod Candida :

Diagnostika kvasinkovych infekci je pomérn¢ snadna, protoze je Ize kultivovat 1 na
béznych pudach.
Mikroskopie

Odecitame z preparatu barveného podle Grama, kde nalézame ovalné nebo kulaté G-
bunky. ¢asto pucici a tvotici pseudomycelia.
Kultivace

Je mozna na béznych pudach. Zcela postacuje krevni a Sabouraudiiv agar, na nichz
kandidy tvoti vétsinou lesklé, vypouklé kolonie bélavé az smetanoveé barvy. Néktere
druhv produkuji rizové nebo cervené pigmenty.
Identifikace

Klasickou metodou odliseni C.albicans je test tvorby zdarodecnych klicku.
Na pudu s Tweenem o¢kujeme ¢arou test. Kmen, pfikryjeme krycim sklickem a
inkubaieme pfi teploté 37°C Za 3-18 hod. vytvori vétSina kmeni C.albicans zarodecné
klickyv. ktere ize pozorovat pti zvétSeni bez imerze. Ostatni kandidy na pide s Tweenem
80 zarodecne klicky nevytvareji a lze je dour€it podle jejich biochemicke aktivity
V soucasné dobé je k dispozici nékolik identifika¢nich systémi uzivanych k druhovému

urceni kvasinkovych mikromycet, napt. 4 z{zxacolor firmy Sanofi-Pasteur.
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i vzorku na izolaci viru

V diagnostice vira rozeznavame pritkaz pFimy, kam patfi izolace viru nebo prikaz
jeho antigent ve vySetfovaném vzorku, a pritkaz nepfimy, serologicky, &ili prikaz
tvorby protilatek.

Odbér krve na virologickou serologii

K nepfimému prikazu se odebira asepticky asi 7 ml krve do zkumavky. U déti 2 - 3
ml. Ke zkumavce se piiklada fadn€ vyplnéna Zaddanka, z niZ musi byt patrné, jaké
vySetfeni se pozaduje a ptiznaky, které k pozadavku vedou.
Za 10 - 14 dnt po prvnim vzorku se odebira dalsi vzorek a zreteln€ se oznaci jako
druhy. Nékdy je vyhodné po domluvé s laboratoii za dalSich 14 dnt poslat vzorek treti

Odbér materialu k pfimému prikazu viru

Vzorky uréené k pfimému prikazu odebirame:

v Jen ve skute¢n¢ indikovanych pfipadech. Vyplati se ptedem se poradit s laboratoti

v Ve vhodnou dobu. Nadéji na ispéch ma odbér v prvnich dnech ptiznakq, ¢im drive,
tim lépe.

v" Z vhodného mista, kde pfedpokladame ptitomnost nejvét§siho mnozstvi viru.

v" Asepticky a za pouziti vhodnych odb&rovych pomticek. Pokud mozno se vyhybame
pouziti dezinfekénich prostfedkd, aby jejich stopy nemohly virus inaktivovat.

Prehled vzorki k virologickému vySetfeni
Vytéry

Vyplach z nosohltanu

Vyplach z nosu

Stolice

Likvor

Tekutina z puchyika

LWANSNENSS

Zasilani materialu uréeného k izolaci viru

Uspéch 1zolaéniho pokusu nezavisi jen na spravném odbéry, ale 1 na spravném
transportu vzorku do laboratofte.

Prvni zasadou pfi transportu materialu k izolaci viru je dopravit jej do laboratote co
nejrychleji.

Druhou zasadou je omezit inaktivaci vir snizenim teploty. Idealni by bylo ihned po
odbéru vzorek zmrazit a udrzet jej zmrazeny az do okamziku jeho upravy k o¢kovani.

Hodnoceni vysledki virologického vySetieni

Hodnoceni serologickych ndlezi

Nalez protilatek svéd¢i pouze o tom, Ze se nemocny behem sveho zivota s prisluSnym
virem jiz setkal. Kdy k setkani doslo, zda na za€atku choroby nebo dfive, nam povi
sledovani charakteru protilatek a dynamiky jejich titru.

O protilatkach IgM se domnivame, Ze se tvoti obvykle na zadatku styku s antigenem.
Jejich nélez tedy vétSinou sv€dEi pro neddvnou nebo pravé probihajici infekei.



Protilatky [gG se tvofi na zacatku imunitni reakce.

Ke sledovani dynamiky titru je tfeba vySetfit paraleln¢ dva vzorky séra. Pro diagnézu
nedavno probéhlé virové infekce svédéi negativni nélez protilatek v prvnim vzorku a
pozitivni ve druhém nebo neymeéné 4x vyssi titr protilatek ve druhém vzorku.

Hodnoceni vysledku primého priakazu viru

Vysledky pfimého prikazu viru by mély byt doplnény alespon serologii.

[zolace viru z organt za normalnich podminek sterilnich sv&d¢i pro etiologickou
souvislost mezi izolovanym virem a vyS$etfovanym onemocnénim ( napf.infekce CNS -
izolace viru klist’ encefalitidy ).



TKANOVE (BUNECNE ) KULTURY

Slouzi k péstovani vétsiny virt. Oznacujeme tak bunky, tkdné€ a organy péstované in vitro a
postupy umoznujici toto péstovani. V rutinnich laboratoti pouzivame jen bunéénych kultur i
kdyz pretrvava nazev kultur tkafiovych.

V laboratofich elmi pfisna kontrola pro myti skla. Technika, kterou se sklo myje je jina
nez pro ostatni laboratofe. K vlastni kultivaci pouzivame silnosténé kratké zkumavky a Roux-
lahve ( ra ) ploché s rovnymi sténami. Mohou byt sklenéné ¢i umélohmotné na jedno pouziti.

Zivna média pro tkanové kultury:

Ziviny k ristu in vitro doddvame v podobé& tzv. médii pro tkafiové kultury. Jde o pufrované
solné roztoky obsahujici glukézu, aminokyseliny, vitaminy, ristové faktory a indikator pH —
fenolovou ¢erven. Pro zamezeni bakteriadlni kontaminace, pfidavdme do médii antibiotika

( obvykle penicili a gentamicin ).

Nejznamgjs$i médium je Parkerovo a Eaglovo minimélni esencialni ( MEM ). Dodavaji se
komer¢né jako koncentréaty.

K mnozeni bunék je potfeba k médiu pfidat 2-20% bovinniho prekolostralniho séra. Takové
médium se nazyva ristové. Narostlé kultury péstujeme v médiu udrzovacim ( bez séra ).

Priprava tkanovych kultur:

Buriky smichame s rastovym médiem, rozplnime do jednotlivych zkumavek a pofadné
uzaviou gumovymi zatkami. Kultivuji se pfi 35 — 37°C a pod thlem 5° ( téméf lezi ).

Bunky klesnou ke sténé, pfichyti se na ni a pomalu se rozristaji, az na skle vytvoii souvisly
povlak. zvany monolayer =buné&¢ny list.

Druhy bunék

Primarni kultury:

Jde o buiiky odebrané piimo z orgasnismu. Casto se daji nékolikrat pasazovat = pienaset do
novyvch nadobek. a vznikaji z nich kultury sekundéarni.

Nejcastéji se pouzivaji bunky opicich ledvin. Ledviny se vyndaji ze zvifete a rozstiihaji na
kousicky. Vystavi se u¢inkim trypsinu, ktery tkan rozlozi na jednotlivé bunky. Ty se poté
zasilaji jednotlivym laboratofim.

Pouziti: izolace enteroviri — polioviry, echoviry, coxackieviry A9, B1-B6, parachfipka,
chiipka A,B. parotitis, HSV, vakcinie, RSV.

Bunééné linie:

Daji se pasazovat donekone¢na. Maji zménnény pocet chromosomi ( heteroploidni karyotyp )
a pochazeji ze tkani malignich i normélnich.

Nejznaméjsi jsou HeLa buniky, ziskané z karcinomu délozniho ¢ipku. 1zoluji se na nich
adenoviry, ale mohou na nich rust i nékteré enteroviry, HSV a vakcinie.

Dal3i zname bunky jsou lidské Hep-2 a opici Vero.

Diploidni kmeny:

Lze je udrzovat po nékolik desitek pasazi. Maji pfitom diploidni karyotyp normalnich bunék.
Nejbéznéji uzivame bunky z lidskych embryonalnich plic ( LEP ).

Pouziti: izolace enterovirt, adenovirda, HSV, vakcinie, VZV, CMV.



Ockovani tkanovych kultur:

Jakmile je vytvofen monolyaer, o¢kujeme viry nebo zkoumanym materialem. Inokulum
nesmi obsahovat mikroby, proto se pfidavaji antibiotika ( PNC + GEN ). Do kazdé zkumavky
oc¢kujeme 0.2ml tekutiny obsahujici virus.

Denn¢ se prohlizi pfi malém zvétSeni v mikroskopu a sleduje se zména.

P¥i mnozen' viru se builky méni. Tomuto jevu se fika cytopaticky efekt — CEP.

CEP HAV ( pikornavira ) — ptitomnost drobnych zakulacenych bungk, siln€ svétlolomnych,
rychle hynoucich. Médium je alkalické — zména pH, barva média je fialova.

CEP adenoviru — vznik vétsich shlukujicich se bungk, které médium okyseluji — zména barvy
média na oranzovou.

CEP RSV — vytvafeni mnohojadernych ttvard.

Jakmile se objevi CEP, pouzijeme tekutinu z tkanové kultury ka dal$im pasazim a testim.
Zustanou — li buikky nezménény, pokusime se o jednu az dveé pasaze slepé.

Urceni zachyceného viru:
Ridime se podle vzhledu CEP.

Hemadsorpce — jev podobny aglutinaci. Buriky, ve kterych se pomnozi hemadsorpéni virus,
na svij povrch nachytaji suspenzi pfidanych erytrocytt.
Napi: virus chiipky, parachfipky, parotitis.

Interference — jev, kdy jeden virus brani mnozZeni viru druhého.
IMF - na podlozni sklo kdpneme suspenzi kultury s pomnoZenym virem, nechame zaschnout

a po sfixovani udélame imunofluorescenci. Builky, ve kterych se virus pomnozil,
v mikroskopu fluoreskuji. Napt. HSV1,2 CMV.



LABORATORNI DG. INFEKCI ZENSKEHO GENITALU

Vulva, pochva a d&¢lozni hrdlo zdravé Zeny jsou osidleny tzv. normadini flérou. Slozeni normalni
flory pro jednotlive ¢asti téla je chirakteristické. To plati i pro osidleni pochvy. Slozeni flory je
dano slozenim kozni mikrofléry, zaz. traktu a mikroby, které jsou vneseny zvenci.

Déloha, vejcovody a vajecniky jsou sterilni.

Zakladem normalni flory poSevni sliznice je Doderleinova fléra ( laktobacily ).

”
T

- G+ ty€inka, netvofi spory

v pochvé ma ochrannou furkei, chrani pfed mnozeni jinych bakterii, chrani tim, ze
vytvari kyselé prostredi ( nizké pH ) v pochvé a to tak, ze §t€pi cukry na kyseliny
- vysoka odolnost proti kyselému prostiedi

- vétsinou nekultivujeme, rist acrobni nebo anaerobni podle druhu

- Castéjsi vySetfeni mikroskopické poSevniho sekretu — MOP

Ochranné mechanismy pochvy jsou v obdobi plodnosti Zeny = fertilni obdobi, zde jsou tvofeny
hormony = estrogen , ktery z;isc¢oojc ukladani glykogenu v burikdch poSevni sliznice. Ten je
mikroby ( laktobacily ) metabolizovéa na kyselinu mléénou ( pH nizké 3 — 3,5 ). Tvorbou
kyseliny mlécné a latek antibiotického charakteru tak ovliviiuji laktobacily slozeni vaginalni
mikroflory fertilni Zeny.

Kyselost posevniho sekretu je do urcité miry velkym ochrannym mechanismem.

V sekretu zdravé fertilni Zeny je pfitomno az deset na devatou bakterialnich bunék v 1 ml.
Nizké pH - adherence mikrot" o vlivituje, je horsi

Vysoké pH - adherence je lepsi.

Pro diagnostiku infekci Zenského genitalu se odebiraji materialy ze zadni klenby posevni, vytér
z endocervixu 2 materidly odebriné b&hem operaci nebo béhem porodu . Bézné vysetiovanym

materidiem j¢ plodova voda odc irand v prabéhu porodu nebo po arteficialni dirupci plodovych
blan

Neic¢astéji byva vySetfovan vyt r z pochvy. Velmi vyznamnou soucasti bakteriologického
vysetfeni pochvy je MOP ( milrobni cbraz posevni ). Jedna se o natér poSevniho sekretu na
podloznim skle. Ndtéry se pFipr vuji dva. Jeden se barvi podle Grama ( bakteriologické
vySetieni )a druhy podle Giems - { prikaz Trichomonas vaginalis )

MOP 1.
- pHpod4 -5
- mikrobni obraz se pove™ ¢ za normalni fyziologicky obraz pochvy zdravé Zeny. Sekret je
¢iry, hlenovity a mize ¢ . :ahovat bélavé vlocky. V mikroskopu jsou vidét epitelie,

leukocyty nejsou pfitor: . Z bicteril je mozno nalézt pouze G+ tyCky ( laktobacily )
MOP 1L :

pHnad 4 -5



sekret je mlé¢né zkaleny az nazloutly. Mikroskopicky je mozno nalézt epitelie, mensi

mnozstvi leukocytl, riizné bakterie a laktobacilt je méng. Jedna se o bakteridlni vytok
nehnisavy

MOP 111.
- pH zasaditc
- vytok je husty, bélavy az Zlutavy. Epitelii je mélo, leukocyty jsou hojné. Laktobacily
obvykle chybi, zato jsou pfitomny jiné bakterie. Bakteridlni vytok hnisavy.

MOP IV.

- obraz u kapavky. Vytok je husty, zlutozeleny. Hojné jsou zastoupeny leukocyty a

gramnegativni diplokoky. Obraz je zavisly na tom, zda se jedna o kapavku akutni nebo
chronickou

MOP V.

- trichomonddovy vytok je charakterizovan fidkym, zpénénym sekretem. Trichomonady
jsou dobre zbarveny Giemsovym barvenim. Jsou pfitomny leukocyty a bakterie ( ty¢ky i
koky ).Dod. flora je potlacena

MOP VL

- u vaginélm’ch mykéz miize byt obraz hnisavy i nehnisavy. P¥itomny jsou leukocyty,
epitelie a rizné bakterie. Laktobacily mohou byt nalezeny
- kvasinkovy

Mikroskopické vySetfeni i ostatnich materiala pochézejicich z Zenského genitalu ( plodova voda,
endocervikalni sekret ) je dulezitou slozkou postupu.

Kultivaéni vySetfeni se provadi na béznych plidach za aerobnich i anaerobnich podminek, a to na
KA ( 5% CO a staf. ¢ara ), ENDO, NaCl, bujén, u t€hotnych selektivni bujon pro streptokoky,
VLA, VLB. Chceme-li kultivovat naro¢n&j§i mikroby jako jsou mykoplazmata a Gardnerella
vaginalis je nezbytné pouzit specialni pudy.

K zachytu — GO — neselektivni éokolddovy agar GC a C3
- Gard. vaginalis - gardnerelovy agar
- mykoplazmat a ureoplazmat - bujon

Za nejvyumamnéjsi pitvodce vybranych infekci Zenského gemtalu jsou povazovany:
VAGINITIDA:

- Staphylococcus aureus, streptokoky skupin A, B, a D, Candida albicans, Neisseria
gonorrhoae, Trichomonas vaginalis, Listeria monocytogenes

ENDOMETRITIDA

- streptokoky, enterobakterie, STAU, Bacteroides ﬁaglhs Campylobacter fetus, G.
vaginalis, chlamydie, mykoplazmata

POPORODNI a POOPERACNI INFEKCE
- streptokoky, STAU, enterobakterie, Bacteroides fragilis

SYNDROM TOXICKEHO SOKU




Barveni dle GIEMSY ( GIEMSY - ROMANOWSKEHO )

Pouziva se pii barveni krevnich natéru, k dikazu prvoki, rickettsii, chlamydii, spirochét,
mykoplazmat...

-nefixovany bakteridlni natér a zaschla krev v podobé tlusté kapky se pokape koncentrovanym
Giemsovym barvivem 1 -2 min.

- piida se asi 10nasobny objem destilované vody a opatrné smicha s barvivem 2 - § min.
- opatrné oplachneme vodou a necha se uschnout

Vysledek:

bakterie - tmavé modré
pozdra - svétle modré
slizova vrstva - riizova

Tlusté kapka se barvi Giemsovym roztokem 30-60minut.
Ostatni preparaty ( MOP ) se fixuji 2 min. methanolem a barvi ¢erstvym Giemsou (1:10 s destil.
vodou) 30min. - 3hod. u spirochet i pfes noc.
Vysledek: jadra parazitli - karminova jejich cytoplasma - bledémodra
jadra leukocytt - fialova cytoplasma - nafialovéla



Trichomonoza

pohhwmm stykem, l\lmlclw se plOJeVI onemocnéni mnohem ¢astéji u zen nez u muzu, l\len jsou
obvykle bezpnznal\ow prenasec.
U zen odebirame vytér z pochvy nebo zuretry, u muzi vytér z uretry nebo exprimat
z prost'atv Trichomonady jsou viditelné v nativnim preparatu i bez barveni, vyhodna je fazove
kontrastni mikroskopie, kde lze pozorovat zive, pohyblivé prvoky. Zasilame-li material do labo-
ratore, délame natér na 2 podlozni skla (jedno pak v laboratofi barvime podle Giemsy, kde hleda-
me trichomonady. druhe barvime podle Grama pro prikaz bakterii a kvasinek). Trichomonady lze
[al\e kultivovat ve specialnim Diamondové médiu. K dispozici je rovnéz odbérova souprava
A.1_obs sahujici tampon ve zkumavce a v rezervoarku nad zkumavkou pak transportni a kulti-
\acm medium pro tr 1d10monadv a kvasinky.

V preparatu_hledame prvoky ovalného tvaru, obsahujici kapkovite jadro, ktefi jsou vyba-

veni centralni tycinkou (axostylem) a 4 dlouhymi biciky. Velikost trichomonad zna¢né kolisa.

u akutnich forem ¢ini 10 um, u chronickych forem az 30 pm. Prvok je pohyblivy, po 48 hodinach

kultivace vsak snadno autolyzuje. Po obarveni podle Giemsy nachazime cervenofialove kapkovite

jadro, svetle modrou cytoplasmu, zatimco epitelie pochvy jsou zbarveny tmaveji a maji ctverco-
vity tvar. Pii barveni ¢asto dochazi k rozpadu trichomonad, takze v preparatu pak lze vidét pouze
__‘_;f-f‘ — s

fragmenty jejich bunék.

Trichomonas
vaginalis



PARAZITI

Parazité jsou nejCast€jSimi pivodci inf. onemocnéni na svété. V teplém podnebnim pasmu vyvolavaji
vazna, zivot ohrozujici onemocnéni. V naSich klimatickych podminkach zptsobuji parazité mirnéji
probihajici onemocnéni. S rozvojem cestovniho ruchu se i u nas za&inaji vyskytovat parazité
importované z'ciziny.

Identifikace: u exoparazitl lze diagnostikovat dle makroskopického vzhledu. Nejvyznamnéjsi
metodou u vétSiny parazitl je podle mikroskopie. V nativnim preparatu pozorujeme prvoky a jejich
cysty, nekteré ervy a jejich vajicka. Lépe jsou ale vidét po obarveni.

Kultivace je mozna jen u n€kterych agens ( trichomonady, patogenni améby ).

Velice vyhodnou metodou je pritkaz antigenu. Pritkaz protildtek (toxoplasmosa, toxokarosa ) ma
mensi diagnostickou hodnotu.

NEJCASTEJI ODEBIRANE DRUHY MATERIALU

STOLICE

Odebirame velikosti vlasského ofechu do odbérové soupravy. Uchovdvame v chladu — nemrazime!!!
Odbér opakujeme v intervalech 24 — 72 hodin alespori 3x. Vice odbéri v jednom dni neni vhodné!
Pfi podezieni na amoebidzu musime vysetfit do 30 minut, jinak autolyzuji.

Ve stolici hledame cel€ Cervy nebo jejich Easti ( ¢lanky tasemnice )v nativnim nebo obarveném
preparatu hledame vaji¢ka ¢ervii, prvoky nebo jejich cysty.

PERIANALNI STERY A OTISKY, ANALN{ VYTERY

Provadime vyhradné pfi podezieni na infekci vyvolanou roupy nebo tasemnicemi. Je nutné, aby si
pacient 8-12hodin ( obvykle pfes noc ) neomyval oblast kone¢niku. Provedeme otisk pomoci
prihledné lepici pasky, na které ulpi vaji¢ka roupi. Pasku nalepime na podlozni sklo a
mikroskopujeme. Tato metoda se nazyva Grahamova.

SPUTUM A BAL
Odebirame do Sirokych umé&lohmotnych sterilnich zkumavek ( kvili centrifugaci ). Hledame larvy
Ascaris lumbricoides ( Skrkavka ) , Paragonimus sp.( plicni motolice ) nebo hdcky Echinococcus

granulosus ( méchozil zhoubny — tasemnice ). BAL odebirame do né€kolika sterilnich vétsich
zkumavek a diagnostikujeme v ném Pneumocystis carinii.

VYTER Z POCHVY, URETRY, EXPRIMAT Z PROSTATY
Z uretry odebirame 3 vzorky sterilnimi tampony na draté. 2 natfeme skla — jedno barvime dle Grama
druhé dle Giemsy. 3 tampon ponofime do média ( C.A.T. Swab ) pro kultivaci Trichomonas vaginalis.

KREV NA SEROLOGICKA VYSETRENI ( srazliva )
Sérum centrifugujeme 3min pti 30000t. Piepipetujeme do sterilni zkumavky, zamrazime nebo
skladujeme pfi chladnickové teplote. Ze séra stanovujeme protilatky riznych tfid ( Toxopl. Toxocar. )

KREV NA MIKROSKOPICKA VYSETRENI

Nativni preparat — kapka krve smichana s fyz. roztokem a natfena na podlozni sklo — nam slouzi pro
diagnostiku Trypanosomy ( pfenos mouchou tse-tse = spava nemoc ) nebo ne¢kterych mikrofilarii —
larvy kolujici v krvi.

U barveného preparatu ptipravujeme tenky krevni roztér nebo tzv. tustou kapku. Na Cisté odmasténé
podlozni sklo kdpneme kapku periferni krve z btiska prstu a hranou druhého podlozniho skla ji
rovnomérné roztahneme po celém podloznim skle.

Takto pozorujeme napf. malarii ( odb&r nutny v hore¢natych zachvatech — parazité jsou vyplavovam
do krve ), kde patrame po vyvojovych stadiich malarie a jinych krevnich parazitti.



Zpracovani stolice na parazity

Odbér materidlu

Stolici odebirame velikosti vla§ského ofechu do primérené velké odbérové nadobky,
napt. do zkumavky z umélé hmoty s lopati€¢kou v zatce. Odb&rova souprava nemusi byt
sterilni. Nelze - li vzorek dodat v kratké dob€ do laboratofe, umistime jej v chladu.
Odbér opakujeme v intervalech 24 - 72 hodin alespoii 3x. Odbeér stolice na tampon pro
diagnostiku paraziti nestaci.

Ve stolici hledame celé ¢ervy nebo jejich ¢asti ( napt. ¢lanky tasemnice ), v nativnim
nebo obarveném preparatu hledame vajicka ¢ervti, prvoky nebo jejich cysty.

Pti podezteni na infekci vyvolanou roupy nebo tasemnicemi provadime perianalni
stéry a otisky. Okoli analniho otvoru se pielepi prihlednou lepici paskou, na které ulpi
vaji¢ka roupt. Pasku nalepime na podlozni sklo a ptes pasku pak mikroskopujeme.

Mikroskopické vySetfovaci metody pro diagnostiku parazitu

Priprava tzv. tlustého ndtéru dle Kato

Metoda je vhodna pro diagnostiku stfevnich prvokid. Do kapky destilované vody na
podloznim skle rozmichame malé mnozstvi stolice a rozetfeme je do plochy asi 2 x 2
cm. Aby preparat nevyschnul, prekryjeme jej celofanovou folii velikosti asi 3 x 3 cm,

namocenou do glycerinu a methylenevé zelené. V takto pfipraveném preparatu hledame

v mikroskopu pfi zvétSeni 100x nebo 400x.

7 4 /
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Koncentracni metoda dle Fausta

Ponévadz vaji¢ek parazitickych ¢ervii nebyva v ptimych natérech mnoho, uziva se
koncentratnich metod. Stolici nejprve homogenizujeme ve vodg a poté zcentrifugujeme.
Pak resuspendujeme sediment v nasyceném roztoku ZnSOy ( asi 33% ) a znovu - /
zcentrifugujeme. Leh¢i vajicka a cysty vyplavou po centrifugaci na povrch. Material na
povrchu preneseme na kryci skli¢ko a mikroskopujeme pfi zvétseni 100x az 400x.
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