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1 UvVOD

Za diagnostiko okuZzb spodnjih dihal, ki dandanes predstavljajo enega najpogostejSih
vzrokov, zaradi katerih bolniki poiS€ejo pomoc¢ pri zdravniku, uporabljamo neinvazivno in
invazivno odvzete kuznine. Med neinvazivno odvzete kuznine Stejemo izmecek (sputum),
inducirani izmecek in trahealni aspirat. Med invazivno odvzete kuZnine Stejemo
bronhoskopsko odvzete kuznine: bronhoalveolarni izpirek — BAL, izpirek bronhija,

odvzem z zasCitenim katetrom ali zas¢iteno $¢etko, in plevralni punktat (Tomi¢, 2008).

V bakterioloski diagnostiki okuzb spodnjih dihal najpogosteje uporabljamo preiskavo
kuznin, odvzetih s podro¢ja spodnjih dihal, na patogene bakterije, ki obsega pregled
razmaza kuznine, obarvanega po Gramu in njihovo kulturo (Tomic¢, 2008; Tomi¢ in Seme,
2003). S to preiskavo ne moremo dokazati mikobakterij, legionel, klamidij in mikoplazem,
ki so tudi pomembni povzrocitelji okuzb dihal. Ostale diagnosticne metode, ki so tudi na
voljo za opredeljevanje povzrociteljev okuzb spodnjih dihal, so hemokultura, dokaz
antigena v kuznini, seroloSke metode in molekularne mikrobioloSke metode (Tomi¢ in

Seme, 2003).

S pregledom razmaza kakovostnega izmecka, obarvanega po Gramu, lahko hitro
razkrijemo prisotnost najverjetnejSega povzrocitelja okuzb spodnjih dihal, saj je ta
mikrobioloska metoda, s katero si lahko pomagamo tako pri ambulantni kot bolniSni¢ni
obravnavi bolnika z okuzbo spodnjih dihal, zagotovo najcenejSa, najhitrejSa in

najpreprostejsa (Tomi¢, 2008; Tomic€ in Seme, 2003).

Najpogostejsa kuznina, ki jo v medicinskih bakterioloskih laboratorijih pregledujemo pri
sumu na okuzbo spodnjih dihal, je izmecek. Izmecek je zelo nehomogen vzorec, ki ga
sestavljajo vnetni eksudat iz spodnjih dihalnih poti, slina in drug material, pridobljen pri
prehodu kuZnine skozi Zrelo in usta (Tomi¢ in Sorli, 2002). Ze pred ve¢ kot 50 leti je bilo
dokazano, da bakterije v njem niso enakomerno porazdeljene, kar lahko bistveno vpliva na
rezultat preiskave (May, 1953). Osnovne tezave pri diagnostiki okuzb spodnjih dihal so

odvzem kakovostne kuznine, ustrezna laboratorijska obdelava kuznin in hitro posredovanje
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rezultatov mikrobioloskih preiskav zdravniku (Tomi¢, 2008). S pregledom razmaza
izmecka, obarvanega po Gramu, mikrobiolog oceni kakovost vzorca in se odloci, ali je
kultura izmecka sploh smiselna. Ustreznost izmecka ocenimo glede na vsebnost ploscatega
epitela pri 100-kratni mikroskopski pove€avi s svetlobnim mikroskopom. S prisotnostjo
ploscatega epitela ugotavljamo kontaminacijo izmecka. S prisotnostjo polimorfonuklearnih
levkocitov ocenjujemo gnojnost izmecka pri isti povecavi (Tomi¢ in Seme, 2003). Prav
tako se uporabljajo enaki kriteriji za oceno ustreznosti pri trahealnem aspiratu, ki ga

namesto izmecka odvzamemo pri bolnikih na umetnem predihavanju (Tomi¢, 2008).

Da bi se izognili laZno negativnim rezultatom, moramo za izvedbo medicinsko in
ekonomsko najprimernejSe oziroma najustreznejSe mikrobioloSke diagnostike poznati
najverjetnejSe povzrocitelje pri posameznih vrstah okuzb spodnjih dihal in najprimernejSe
mikrobioloske diagnosti¢ne teste zanje. Prav tako je pomembno znanje o pravilnih na¢inih
odvzema posameznih vrst kuZnin, nacinu in trajanju transporta oziroma o pogojih
shranjevanja kuZnin ter dobra povezava med kliniki in kliniénimi mikrobiologi (Tomic,
2008). Ena izmed moZnosti, da bi se izognili lazno negativnim rezultatom, je tudi
priporocilo vzorcenja ve¢ makroskopsko najbolj gnojnih delov posameznega izmecka, kar
zahteva posebno izurjenost in veliko pozornost laboratorijskega delavca, ki obdeluje
vzorec in lahko vodi v veliko variabilnost rezultatov, kadar je v obdelavo kuZnin iz
spodnjih dihal vklju¢enih veliko laboratorijskih delavcev (May, 1953; Hammerschlag in
sod., 1980). Druga moznost za zmanjSanje lazno negativnih rezultatov je homogenizacija
kuznine z enim od mukoliticnih sredstev. Za homogenizacijo izmeckov se najveckrat
priporoca uporaba ditiotreitola (DDT), saj razen na Haemophilus influenzae zanj ni bilo

ugotovljenega protibakterijskega delovanja (Hammerschlag in sod., 1980).
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1.1 NAMEN DELA

V raziskavi smo zeleli ugotoviti, ali obdelava vzorcev iz spodnjih dihal z ditiotreitolom
omogoca izdelavo enakomernih razmazov za barvanje po Gramu in s tem lazje in bolj
ucinkovito mikroskopiranje teh kuznin ter u€inkovitejSo osamitev patogenih bakterijskih
vrst v primerjavi z nehomogeniziranimi vzorci. Zeleli smo tudi preveriti protibakterijski

ucinek ditiotreitola na vrsto H. influenzae.

Na osnovi podatkov iz literature smo pri¢akovali, da bomo s homogenizacijo kuZznin iz
spodnjih dihal z ditiotreitolom omogocili enostavno izdelavo enakomernih razmazov za
barvanje po Gramu in s tem olajSali in povecali uCinkovitost mikroskopskega pregleda
razmazov ter dosegli tudi vecjo ucinkovitost osamitve patogenih bakterijskih vrst.
Pri¢akovali smo tudi, da bomo potrdili protibakterijski ucinek ditiotreitola na H. influenzae

in ugotovili kako velik je.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BAKTERIOLOSKA PREISKAVA KUZNIN IZ SPODNIJIH DIHAL

2.1.1 Barvanje po Gramu

Barvanje po Gramu je diferencialno barvanje, s katerim razlikujemo dva tipa bakterijskih
celic, in sicer po Gramu pozitivne in po Gramu negativne bakterijske celice (Murray in
sod., 1998). Ta metoda je ena najpomembnejsSih tehnik barvanja v mikrobiologiji, ki jo je
zasnoval danski bakteriolog Hans Christian Gram leta 1884 (Kotnik, 2002). Barvanje
bakterij) po Gramu temelji na razliki v njihovi zgradbi celicne stene. Celi€na stena po
Gramu pozitivnih bakterij ima vecjo vsebnost peptidoglikana in manjSo vsebnost lipidov
kot po Gramu negativne bakterije. Ker imajo po Gramu pozitivne bakterije veliko
peptidoglikana, zadrzijo barvilo kristal vijolicno in lugol ter jih z organskim topilom
aceton alkoholom ne moremo razbarvati. Po Gramu pozitivne bakterije se obarvajo modro-
vijoli€éno. Po Gramu negativne bakterije imajo malo peptidoglikana, zato se z aceton
alkoholom razbarvajo. Ker jih po razbarvanju obarvamo s safraninom, so po Gramu

negativne bakterije rdece barve (York, 2004; Murray in sod., 1998).

2.1.2 Nacin odvzema in transport kuZnin

Kadar gre za okuZzbo spodnjih dihal, mora bolnik oddati izmecek za bakteriolosko
preiskavo z globokim izkas$ljanjem neposredno v sterilno posodico. Pomembno je, da se
vzorec vzame pred zacetkom antibiotiénega zdravljenja. Pred izkaSljanjem si mora bolnik
umiti zobe s S¢etko brez zobne kreme, in ¢e ima zobno protezo, jo mora odstraniti, da s tem
prepre¢i kontaminacijo vzorca. Z grgranjem vode si najprej spere zrelo in usta. Pomembno
je, da bolnik dobi natan¢na navodila za pravilen postopek za pridobitev izmecka. Ce se
bolnik ne more odkasljati, se v tem primeru uporabi inducirani izmecek. Izmecek v tesno
zaprti posodici, ki je pravilno opremljen z bolnikovimi podatki, je potrebno skupaj z
napotnico, kjer so osnovni podatki o bolniku, klini¢éna diagnoza in morebitno predhodno
antibiotiéno zdravljenje &im hitreje dostaviti v mikrobioloski laboratorij. Ce transport

kuznine ni mogo¢ v manj kot dveh urah po odvzemu, vzorec shranimo v hladilniku pri 4
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°C i ga takoj, ko je mogoce, dostavimo v mikrobioloSki laboratorij (Tomi¢ in Seme,

2003).

2.1.3 Vrednotenje rezultatov

Z mikroskopskim pregledom ocenjujemo ustreznost vzorca iz spodnjih dihal in prisotnost
potencialnih patogenov, na osnovi ¢esar se mikrobiolog odlo¢i, ali je kultura vzorca sploh
smiselna. Ustreznost vzorca se opredeli z doloCanjem Stevila polimorfonuklearnih
levkocitov in ploscatih epitelnih celic na vidno polje pri 100-kratni povecavi svetlobnega
mikroskopa. Vzorec je kakovosten, kadar je ve¢ kot 25 polimorfonuklearnih levkocitov in
manj kot 10 ploScatih epitelnih celic na vidno polje (York, 2004; Tomi¢ in Seme, 2003).
Pri kakovostnih vzorcih nato obarvane razmaze mikroskopiramo pod 1000-kratno
pove€avo in ugotavljamo prisotnost, nacin barvanja po Gramu, ocenimo obliko in nacin
urejanja bakterij (Murray in sod., 1998). Rezultat mikroskopskega pregleda razmaza
vzorca, obarvanega po Gramu, je na voljo ze dvajset minut po prejetju vzorca v laboratorij

(Tomi¢ in Sorli, 2002).

Kadar v razmazu, obarvanem po Gramu, prevladuje ena znaCilna bakterijska oblika, je
verjetnost pravilne opredelitve povzroditelja velika. Ce torej v razmazu, obarvanem po
Gramu, prevladujejo po Gramu pozitivni diplokoki, pri¢akujemo prisotnost bakterije
Streptococus pneumoniae, ¢e prevladujejo po Gramu negativni kokobacili, pri¢akujemo
prisotnost bakterije H. influenzae in pri po Gramu negativnih diplokokih pri¢akujemo
prisotnost bakterije Moraxella catarrhalis. Prevladujo¢ znaCilen morfotip v razmazu,
obarvanem po Gramu, se veinoma ujema z rezultatom kulture izmecka. Zato je rezultat
pregleda razmaza, obarvanega po Gramu, v veliko pomoc¢ leCeCemu zdravniku pri
odlo¢anju o za¢etnem antibioti¢nem zdravljenju (Tomi¢ in Sorli, 2002; Gleckman in sod.,

1988; Roson in sod., 2000).

Da bi osamili najverjetnejSega povzrocitelja bakterijske okuzbe spodnjih dihal, zasadimo
ustrezne vzorce na primerna bakterioloSka gojiS¢a in jih inkubiramo v ustreznih pogojih

(Tomi€ in Seme, 2003).
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2.1.4 Pomanjkljivosti mikroskopskega pregleda kuznin iz spodnjih dihal, obarvanih
po Gramu

V razmazu kuZnine bakterije s svetlobnim mikroskopom vidimo, Ce so prisotne v
koncentraciji vsaj 10° CFU (iz ang. colony forming units)/ml kuznine (Tomi&, 2008).
Pomembno je, da rezultate kulture vzorca vedno interpretiramo v skladu z rezultati
pregleda razmaza, obarvanega po Gramu, in v povezavi z anamnezo, klini¢no sliko bolnika
ter rezultati drugih mikrobioloskih in nemikrobioloSkih preiskav (Tomi¢ in Seme, 2003).
Nekatere po Gramu pozitivne bakterije, ki so rasle v kulturi ve¢ kot 24 ur ali v prisotnosti
antibiotikov, se lahko obarvajo lazno po Gramu negativno. Predhodno antibioticno
zdravljenje lahko prepreci rast respiratornih patogenih bakterij, kot so S. pneumoniae, H.
influenzae in M. catarrhalis, in privede do rasti bakterij, ki kolonizirajo zgornja dihala, kot
so po Gramu negativne bakterije in Staphylococcus aureus, ki pa so lahko v doloCenih

primerih tudi povzrocitelji okuzb spodnjih dihal (Tomi¢ in Seme, 2003).

Pomanjkljivosti pri vrednotenju mikroskopskega pregleda razmazov iz kuznine ali kulture
so posledica neustrezne priprave preparata (nerazmascena stekelca, predebel preparat,
pregrevanje preparata pri fiksaciji), slabe kvalitete barvil in nepravilne izvedbe barvanja
(slabo obarvane ali preveC razbarvane po Gramu pozitivne bakterije, slabo razbarvane po
Gramu negativne bakterije, neenakomerno obarvan preparat, precipitat na preparatu,

premocno spiranje) (York, 2004).

2.2 HOMOGENIZACIJA

Izmecek je veCinoma viskozen, saj gre za izkaSljano sluzno gmoto, ki pogosto vsebuje tudi
slino, izlocke iz Zlez zgornjih dihal, sluz iz globljih predelov dihal in ust ter razlicne
mikroorganizme (Gubina in Than, 2002). Pred vec¢ kot 50 leti je bilo dokazano, da bakterije
v njem niso enakomerno porazdeljene, kar bistveno vpliva na rezultat kulture (May, 1953).
S homogenizacijo kuZnine z enim od mukoliticnih sredstev se lahko tako izognemo laZno

negativnim rezultatom (Hammerschlag in sod., 1980).
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Homogenizacija je postopek, kjer z mukoliticnim sredstvom omogoc¢imo, da iz
nehomogeniziranega vzorca dobimo homogeniziran popolnoma utekoCinjen vzorec.
Omogociti moramo intenzivno meSanje kuznine in mukoliticnega sredstva, ki mora
delovati 15 minut. Pri mikrobioloSki diagnostiki mikobakterij se uporablja natrijev
hidroksid (NaOH) kot mukolitik, vendar ta ni primeren za obdelavo kuznin v diagnostiki
drugih patogenih bakterij, saj jih uni¢i. Pri utekoc€injenju in homogenizaciji izmecka so
ugotovili, da tudi mukolitiki, kot so N-acetil-L-cistein (NALC), ditiotreitol in ostali
proteoliticni encimi delujejo ucinkovito in omogocijo bolj ucinkovito osamitev

mikobakterij (Pfyffer, 2007).

Obstaja ve¢ mehanskih in kemicnih nacinov homogenizacije oziroma utekocinjenja
izmecka. Pri mehanski homogenizaciji ne pride do uni¢enja beljakovin in peptidov. Za
kemi¢ni nac¢in homogenizacije je znacilno, da uni¢i beljakovine in peptide s cepitvijo
peptidnih vezi (Grebski in sod., 2001). Osnovna pomanjkljivost, ki preprecuje SirSo
uporabo homogenizacije izmeckov, je dolgotrajnost postopka (Hammerschlag in sod.,

1980).

2.3 MUKOLITIKI

Mukolitiki ali ekspektoransi so snovi oziroma zdravila, ki raztapljajo sluz in se tako
uporabljajo kot zdravila za lazje izkaSljevanje viskoznega izmeCka in v razlicnih
laboratorijih za utekocinjenje ali homogenizacijo kuznin iz dihal. Ekspektoranse razdelimo
po mehanizmu delovanja na sekretoliticne in sekretomotori¢ne. Sekretoliti¢ni
ekspektoransi povecajo sekrecijo in zmehcajo izlocke pri vnetjih v dihalih ter tako olajSajo
izkaSljevanje. Prav tako sekretomotori¢ni ekspektoransi pospesijo premikanje izlocka in

olajSajo izkaSljevanje (Rogers, 2007).

2.3.1 Ditiotreitol

Ditiotreitol je mukolitik, ki se uporablja za utekocinjenje oziroma homogenizacijo

izmeckov v laboratoriju. Zanj je znalilno, da ne vpliva na celicno morfologijo in
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mikrofloro v citoloskih vzorcih (Grebski in sod., 2001). V raziskavi pri bolnikih s cisti¢no
fibrozo Hammerschlagova in sodelavci (Hammerschlag in sod., 1980) navajajo, da je
ditiotreitol dober mukolitik pri homogenizaciji izmeckov, saj omogoca boljSo osamitev
bakterije Pseudomonas aeruginosa in S. aureus. Protibakterijski ucinek ditiotretiola so

zaznali le pri bakteriji H. influenzae.

2.3.2 N-acetilcistein

N-acetilcistein (NAC) je ekspektorans, ki cepi disulfidne vezi mukoproteinov viskoznega

izloc¢ka v dihalih in tako zniza viskoznost izmecka (Hammerschlag in sod., 1980).

Ostali mukolitiki, ki se uporabljajo za homogenizacijo izmecka so Se:
- pankreatin,
- pankreatin-tripsin,
- amilaze,
- natrijev 2-etilheksil sulfat (Hammerschlag in sod., 1980) in
- N-acetil-L-cistein (NALC) (Forbes in sod., 2002).

2.3.3 Uporaba mukolitikov v mikrobioloski diagnostiki

Pri rutinskem delu v mikrobiologiji se mukolitiki najve¢ uporabljajo v diagnostiki
mikobakterijskih okuzb, in sicer pri obdelavi kuznin iz spodnjih dihal. Uporabljajo se tudi
v bakterioloski diagnostiki pri obdelavi kuZznin, odvzetih iz spodnjih dihal bolnikov s
cisti¢no fibrozo, zaradi velike viskoznosti teh vzorcev in v zadnjem ¢asu tudi pri pripravi
kuznin i1z spodnjih dihal za molekularne diagnosticne metode. V diagnostiki okuzb z
mikobakterijami se kuznine iz spodnjih dihal homogenizirajo z ditiotreitolom ali z N-
acetil-L-cisteinom, za ostale navedene indikacije pa predvsem z ditiotreitolom (Forbes in

sod., 2002).



Mar¢i¢ V. Vpliv homogenizacije kuZnin iz spodnjih dihal z ditiotreitolom na rezultate bakterioloske preiskave na patogene bakterije.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2009

3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

Za ugotavljanje ucinkovitosti homogenizacije kuznin z ditiotreitolom pri bakterioloski
preiskavi kuZnin iz spodnjih dihal smo uporabili:

- kuznine (izmecke in trahealne aspirate bolnikov);

- delovno raztopino ditiotreitola (Sputasol, Oxoid, Basingstoke, Velika Britanija);

- gojis¢a, kot so krvni agar (KA), dokoladni agar (CA), MacConkey agar (MCC), agar s
kolistinom in nalidiksinsko kislino (CNA), kromogeno selektivno diferencialno gojisce za
MRSA (iz ang. methicillin-resistant S. aureus; CH-MRSA, bioMerieux, Marcy 1'Etoile,
Francija) in tioglikolatni bujon (TI1O);

- barvila za barvanje po Gramu (Becton Dickinson, Sparks, ZDA), in sicer kristal vijoli¢no,
lugol, aceton alkohol in safranin;

- svetlobni mikroskop Nikon Eclipse E400 (Nikon, Tokyo, Japonska).

Za ugotavljanje protibakterijskega ucinka ditiotreitola na bakterijsko vrsto H. influenzae
smo uporabili:

- bakterijski sev H. influenzae ATCC (iz ang. the American Type Culture Collection)
49247 in izolate H. influenzae, osamljene iz kuZnin iz spodnjih dihal pri treh razliénih
bolnikih;

- gojisée CA;

- kakovostne kuznine (trahealne aspirate), v katerih je bila dokazana odsotnost bakterijske
rasti in za katere smo z mikroskopskim pregledom ugotovili, da je v posameznem vidnem
polju ve€ kot 25 polimorfonuklearnih levkocitov in manj kot 10 plos¢€atih epitelnih celic;

- delovno raztopino ditiotreitola (Sputasol, Oxoid, Basingstoke, Velika Britanija).
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3.2  METODE

V raziskavo smo vkljucili kuZznine iz spodnjih dihal (izmecke in trahealne aspirate), ki so
bile poslane v Laboratorij za bakterioloSko diagnostiko respiratornih infekcij InStituta za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani na rutinsko preiskavo na
patogene bakterije. Za homogenizacijo kuznin iz spodnjih dihal z ditiotreitolom smo izbrali
tiste vzorce, ki jih je bilo koli¢insko ve¢ kot 1 ml in za katere smo makroskopsko ocenili,
da so nehomogeni, viskozni (sluzni), gnojni ali krvavi. V raziskavo nismo vkljucili vzorcev

sline.

Ustreznost vzorca smo opredelili z dolo¢anjem Stevila polimorfonuklearnih levkocitov in
ploscatih epitelnih celic na vidno polje pri 100-kratni povecavi svetlobnega mikroskopa
Nikon Eclipse E400 (Nikon). Vzorec je bil kakovosten takrat, kadar je bilo ve¢ kot 25
polimorfonuklearnih levkocitov in manj kot 10 ploScatih epitelnih celic na vidno polje

(York, 2004; Tomi¢ in Seme, 2003).

3.2.1 Postopek obdelave kuZnin iz spodnjih dihal

KuZnine, ki so ustrezale kriterijem za vkljucitev v raziskavo, smo obdelali po ustaljenem
protokolu bakterioloske preiskave, ki vkljucuje izdelavo razmaza za barvanje po Gramu in
nacepitev na doloCena gojiS€a. Zaradi narave, konzistence nehomogeniziranih vzorcev,
nismo mogli zagotoviti uporabe enakih koli¢in (volumna) nehomogeniziranega in
homogeniziranega vzorca za pripravo razmazov in nacepitev kuznin na gojiS€a. Pri
viskoznih vzorcih je namre¢ natanéna volumska odmera vzorca prakti¢no nemogoda. Sele
homogenizacija, ki je pravzaprav utekocCinjenje vzorca, omogo€i natan¢no volumsko

odmerjanje vzorca.
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3.2.1.1 Priprava razmazov nehomogeniziranih kuznin iz spodnjih dihal, obarvanih po
Gramu

Iz gnojnega dela kuZnine iz spodnjih dihal smo naredili razmaz. S sterilnim vatiranim
brisom smo nehomogenizirano kuznino v obliki tanke plasti nanesli in razmazali po
objektnem stekelcu. Tako pripravljen razmaz smo posusili, fiksirali s kemijskim sredstvom
metanolom in ga nato obarvali po Gramu. Fiksiran preparat smo prelili z raztopino barvila
kristal vijoliéno za 30 do 60 sekund. Po preteCenem Casu smo z rahlim curkom vode
barvilo sprali s preparata in ga nato prelili z lugolom za 30 do 60 sekund. Ponovno smo z
rahlim curkom vode barvilo sprali s preparata in ga nato razbarvali z aceton alkoholom. Pri
razbarvanju preparata je bilo pomembno, da smo stekelce drzali pod kotom in nanj vlivali
aceton alkohol tako dolgo, dokler izpirek ni postal brezbarven. Preparat smo nato ponovno
sprali z rahlim curkom vode in ga prelili s safraninom za 30 sekund. Po preteCenem casu
smo z rahlim curkom vode barvilo sprali s preparata in preparat posusili (York, 2004). Vse
razmaze nehomogeniziranih kuZnin iz spodnjih dihal, obarvane po Gramu, smo pregledali
s svetlobnim mikroskopom Nikon Eclipse E400 (Nikon) pri 100-kratni in 1000-kratni
poveCavi. Z mikroskopskim pregledom smo ocenili ustreznost vzorca in prisotnost
potencialnih patogenov, na osnovi ¢esar smo se odloc¢ili, ali bi bila kultura vzorca sploh
smiselna. Ustreznost vzorca smo opredeli z dolocanjem Stevila polimorfonuklearnih
levkocitov in ploscatih epitelnih celic na vidno polje pri 100-kratni povecavi svetlobnega
mikroskopa Nikon Eclipse E400 (Nikon). Vzorec je bil kakovosten takrat, kadar je bilo vec¢
kot 25 polimorfonuklearnih levkocitov in manj kot 10 ploScatih epitelnih celic na vidno
polje (York, 2004; Tomi¢ in Seme, 2003). Pri kakovostnih vzorcih smo nato razmaze
nehomogeniziranih kuZnin iz spodnjih dihal, obarvane po Gramu, mikroskopirali pod
1000-kratno povecavo in ugotavljali prisotnost, na¢in barvanja po Gramu, ocenili obliko in

nacin urejanja bakterij (Murray in sod., 1998).

3.2.1.2 Nacepitev nehomogeniziranih kuznin iz spodnjih dihal na gojis¢a

S sterilnim vatiranim brisom smo nehomogeniziran izme¢ek nacepili na KA, CA in MCC.
Prav tako smo s sterilnim vatiranim brisom nacepili nehomogeniziran trahealni aspirat na

KA, MCC, CNA, CH-MRSA in TIO. Vsa inokulirana gojis¢a smo inkubirali 24 ur pri 36 +
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1 °C, razen CA, ki smo ga inkubirali pri 36 £ 1 °C v CO, inkubatorju Binder CB 210
(Binder, Tuttlingen, Nemcija).

Po koncani inkubaciji smo kolonije potencialnih patogenih bakterij osamili v Cisti kulturi

in jih po 24-urni inkubaciji identificirali po ustaljenih bakterioloskih postopkih.

3.2.1.3 Priprava delovne raztopine ditiotreitola

Za homogenizacijo kuznin iz spodnjih dihal smo uporabili sterilni komercialno dostopni
pripravek ditiotreitola Sputasol (Oxoid). Za obdelavo kuznin se uporablja delovna
raztopina koncentracije 1 mg/ml, ki je obstojna 48 ur pri 2-8 °C. Glede na Stevilo vzorcev
za homogenizacijo smo delovno raztopino ditiotreitola najveckrat pripravili tako, da smo
1,9 ml ditiotreitola asepticno dodali 23,1 ml sterilne destilirane vode in meSanico dobro

premesali.

3.2.1.4 Homogenizacija kuZnin iz spodnjih dihal z ditiotreitolom

Vse kuZnine, ki so ustrezale kriterijem za vkljucitev v raziskavo, smo homogenizirali z
ditiotreitolom, in sicer tako, da smo po standardnem postopku obdelave kuznin iz spodnjih
dihal vzorcu, ki je ostal, s pipeto asepticno dodali enak volumen delovne raztopine
ditiotreitola, dobro premeSali in pustili delovati 15 minut pri sobni temperaturi
(Hammerschlag in sod., 1980; Health Protection Agency, 2008). Po preteCenem ¢asu smo
homogenizirano kuZnino iz spodnjih dihal ponovno dobro premesali in jo nato obdelali po

ustaljenem protokolu bakterioloske preiskave.

3.2.1.5 Priprava razmazov homogeniziranih kuZnin iz spodnjih dihal, obarvanih po Gramu

S sterilno pipeto smo eno kapljico homogenizirane kuZnine iz spodnjih dihal nanesli na
objektno stekelce in tanko razmazali. Tako pripravljen razmaz smo posusili, fiksirali s

kemijskim sredstvom metanolom in ga po enakem standardnem postopku obarvali po
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Gramu. Vse razmaze homogeniziranih kuznin iz spodnjih dihal, obarvane po Gramu, smo
prav tako pregledali s svetlobnim mikroskopom Nikon Eclipse E400 (Nikon) pri 100-
kratni in 1000-kratni povecavi. Z mikroskopskim pregledom smo po enakem kriteriju
ocenili ustreznost vzorca in prisotnost potencialnih patogenov, na osnovi ¢esar smo se
odlocili, ali bi bila kultura vzorca sploh smiselna. Pri kakovostnih vzorcih smo nato
razmaze homogeniziranih kuZznin iz spodnjih dihal, obarvane po Gramu, mikroskopirali
pod 1000-kratno povecavo in ugotavljali prisotnost, naCin barvanja po Gramu, ocenili

obliko in naCin urejanja bakterij (Murray in sod., 1998).

3.2.1.6 Nacepitev homogeniziranih kuznin iz spodnjih dihal na gojisca

Homogeniziran izmecek in homogeniziran trahealni aspirat smo s sterilno pipeto asepti¢no
nacepili na enaka gojiS€a, ki jih uporabljamo pri standardnem postopku bakterioloske
preiskave kuZznin iz spodnjih dihal. Vsa inokulirana gojis€a smo inkubirali 24 ur pri 36 + 1
°C, razen CA, ki smo ga inkubirali pri 36 + 1 °C v CO, inkubatorju Binder CB 210
(Binder).

Po koncani inkubaciji smo kolonije potencialnih patogenih bakterij osamili v Cisti kulturi
in jih po 24-urni inkubaciji identificirali po ustaljenih bakterioloskih postopkih. Rezultate
homogeniziranih in nehomogeniziranih kuznin, obdelanih po ustaljenem protokolu

bakterioloske preiskave smo med seboj primerjali.

Shematski prikaz obdelave kuznin iz spodnjih dihal v nasi raziskavi je prikazan na sliki 1.
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IZMECEK/TRAHEALNI ASPIRAT
> 1 ml, nehomogen/viskozen/
gnojen/krvav

v v
STANDARDNI HOMOGENIZACIJA
POSTOPEK
Priprava delovne
Izdelava razmaza raztopine ditiotreitola
kuznine za barvanje po
Gramu

|

nacepitev izmecka na gojisca KA,
CA in MCC
ali
nacepitev trahealnega aspirata na
gojisca KA, MCC, CNA, CH-
MRSA in TIO

|

24-urna inkubacija vseh
inokuliranih gojis¢ pri 36 = 1 °C,
razen CA pri 36 £ 1 °C v CO,
inkubatorju

|

osamitev patogenih bakterij na gojiscu
MCC/CA

|

identifikacija + antibiogram

|

homogenizacija kuznine
z delovno raztopino
ditiotreitola

}

izdelava razmaza
homogenizirane kuznine za
barvanje po Gramu

|

nacepitev homogeniziranega
izme&ka na gojiséa KA, CA in
MCC
ali
nacepitev homogeniziranega
trahealnega aspirata na gojisca
KA, MCC, CNA, CH-MRSA in
TIO

|

24-urna inkubacija vseh inokuliranih
g0jis¢ pri 36 = 1 °C, razen CA pri
36 £ 1 °C v CO, inkubatorju

}

osamitev patogenih bakterij
na gojis¢u MCC/CA

}

identifikacija + antibiogram

Slika 1: Shematski prikaz obdelave kuznin iz spodnjih dihal
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3.2.1.7 Vrednotenje rezultatov

Pri primerjavi rezultatov, dobljenih iz razmazov nehomogeniziranih in homogeniziranih
kuznin iz spodnjih dihal, obarvanih po Gramu, smo predvideli naslednje mozZnosti:
e ujemanje rezultata mikroskopskega pregleda — enak nacin barvanja in morfoloske
oblike bakterij v razmazu homogenizirane in nehomogenizirane kuzZnine;
e prisotnost mikroorganizmov samo v razmazu homogenizirane kuZnine, ne pa v
razmazu nehomogenizirane kuzZnine;
e vec razliénih tipov mikroorganizmov v razmazu homogenizirane kuZnine kot v
razmazu nehomogenizirane kuzZnine;
e vec razli€nih tipov mikroorganizmov v razmazu nehomogenizirane kuZznine kot v

razmazu homogenizirane kuznine.

Pri primerjavi rezultatov kultivacije nehomogeniziranih in homogeniziranih kuZnin iz
spodnjih dihal smo predvideli naslednje moZnosti:
e cnaka vrsta in Stevilo izolatov v homogenizirani in nehomogenizirani kuZnini;
e Dbakterijska rast v homogenizirani kuznini in odsotnost rasti v nehomogenizirani
kuznini;
e rast veC razlicnih bakterijskih vrst v homogenizirani kuznini kot v
nehomogenizirani kuZnini;
e rast veC razlicnih bakterijskih vrst v nehomogenizirani kuZnini kot v

homogenizirani kuznini.

3.2.1.8 Obcutljivost bakterioloske diagnosticne metode

Ker smo na osnovi podatkov iz literature pri¢akovali, da bomo s homogenizacijo kuZznin iz
spodnjih dihal z ditiotreitolom povecali u¢inkovitost mikroskopskega pregleda razmazov
in osamitev patogenih bakterijskih vrst, smo obcutljivost obeh metod izracunali po

naslednjem izracunu:
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. resnicno pozitivni rezultati
Obéutljivost (%) = — LoshIeno posi il _— — x100%
resni¢no pozitivni rezultati + lazno negativni rezultati

Obcutljivost testa je sposobnost testa, da za pozitiven vzorec poda pozitiven rezultat

(Gordis, 2004).

3.2.2 Protibakterijski u¢inek ditiotreitola na bakterijsko vrsto H. influenzae

V drugem delu raziskave smo pripravili suspenzijo bakterije H. influenzae 0,5 McF in jo
vmesali v kakovosten (manj kot 10 plos¢atih epitelnih celic/vidno polje in vec¢ kot 25
polimorfonuklearnih levkocitov/vidno polje) trahealni aspirat, v katerem je bila predhodno
dokazana odsotnost bakterijske rasti. Polovico tako pripravljenega vzorca smo
homogenizirali z delovno raztopino ditiotreitola, drugo polovico pa pustili
nehomogenizirano, nakar smo s kvantitativno obdelavo obeh vzorcev ugotavljali morebitni
protibakterijski u€inek ditiotreitola na H. influenzae. Protibakterijski u€inek ditiotreitola na
H. influenzae smo preverili pri Stirih razlicnih izhodnih koncentracijah bakterijske

suspenzije.

3.2.2.1 Dolocanje gostote mikrobne suspenzije

Iz kultur standardnega seva H. influenzae ATCC 49247 in izolatov H. influenzae,
osamljenih iz kuZnin iz spodnjih dihal pri treh razli€nih bolnikih smo lo¢eno pripravili 10-
kratne serijske razredC¢ine v fizioloski raztopini. V epruveto z 2 ml 0,85 % fizioloske
raztopine (bioMerieux, Marcy 1'Etoile, Francija) smo s sterilnim vatiranim brisom dodali
24-urno kulturo standardnega seva H. influenzae ATCC 49247 oziroma izolatov H.
influenzae, osamljenih iz kuZnin iz spodnjih dihal pri treh razli€nih bolnikih, da smo
dosegli gostoto 0,5 McFarland (McF). Gostoto smo izmerili z nefelometrom (bioMerieux,
Marcy 1'Etoile, Francija). Vsebino epruvete smo dobro premesali in s pipeto odpipetirali
200 pl suspenzije v epruveto z 1,8 ml fizioloSke raztopine. Novo suspenzijo smo ponovno

dobro premesali in zgoraj opisani postopek smo ponavljali, dokler nismo dosegli zelenih
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razred¢itev. Nato smo iz vsake epruvete z razredéinami od 10” do 10™ odpipetirali 200 pl
in jih inokulirali na CA. Inokulum smo s sterilno hokejko razmazali enakomerno po
povrsini gojis¢a in plosce inkubirali 24 ur pri 36 £ 1 °C v CO, inkubatorju Binder CB 210
(Binder). Po koncani inkubaciji smo presteli porasle kolonije na Stevnih ploscah (plosce, na
katerih je zraslo 30-300 kolonij). Vsaka porasla kolonija na Cokoladnem agarju je

predstavljala 1 CFU. Dolocili smo bakterijsko koncentracijo v CFU/ml.

3.2.2.2 Dolocanje protibakterijskega ucinka ditiotreitola na bakterijsko vrsto H. influenzae

Delovno raztopino ditiotreitola smo pripravili po enakem postopku kot pri homogenizaciji
kuznin iz spodnjih dihal z ditiotreitolom (3.2.1.3). V epruveto smo dodali 1 ml predhodno
pripravljene bakterijske suspenzije dolo¢enega seva H. influenzae, gostote 0,5 McF, 1 ml
kuznine (trahealni aspirat), v kateri je bila dokazana odsotnost bakterijske rasti, in 2 ml
delovne raztopine ditiotreitola ter pustili delovati 15 minut. Po preteCenem ¢asu smo s
pipeto odpipetirali 200 pl suspenzije v epruveto z 1,8 ml fizioloske raztopine. Novo
suspenzijo smo ponovno dobro premesali in zgoraj opisani postopek smo ponavljali, dokler
nismo dosegli Zelenih razred¢itev. Nato smo iz vsake epruvete z razredé¢inami od 10" do
10* odpipetirali 200 pl in jih inokulirali na CA. Inokulum smo s sterilno hokejko
razmazali enakomerno po povrSini gojisca in ploS€e inkubirali 24 ur pri 36 + 1 °C v CO;,
inkubatorju Binder CB 210 (Binder). Po kon€ani inkubaciji smo presteli porasle

bakterijske kolonije in izracunali CFU/ml izhodnega vzorca.

Za negativno kontrolo smo v epruveto dodali 1 ml predhodno pripravljene bakterijske
suspenzije posameznega seva H. influenzae, gostote 0,5 McF, 1 ml kuznine (trahealni
aspirat), v kateri je bila dokazana odsotnost bakterijske rasti in namesto sputasola 2 ml
sterilne destilirane vode. Koncentracijo H. influenzae v vzorcu negativne kontrole smo

dolocili po enakem postopku kot pri eksperimentalni suspenziji.

Da bi preverili e protibakterijski uc¢inek ditiotreitola na bakterijsko vrsto H. influenzae pri
nizjih koncentracijah bakterijske suspenzije, smo iz suspenzije standardnega seva H.

influenzae ATCC 49247 gostote 0,5 McF pripravili 10-kratne serijske razredCine v
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fizioloski raztopini. Iz razred¢in 10>, 10™ in 10® smo odpipetirali 1 ml bakterijske
suspenzije in jo dodali v epruveto. V vsako epruveto smo nato dodali tudi 1 ml kuZnine
(trahealni aspirat), v kateri je bila dokazana odsotnost bakterijske rasti, in 2 ml delovne
raztopine ditiotreitola ter pustili delovati 15 minut. Po preteCenem Casu smo s pipeto
odpipetirali 200 pl suspenzije v epruveto z 1,8 ml fizioloske raztopine. Za negativno
kontrolo smo v epruveto dodali 1 ml predhodno pripravljene razred¢ine 107, 10* in 107
bakterijske suspenzije seva H. influenzae, 1 ml kuZnine (trahealni aspirat), v kateri je bila
dokazana odsotnost bakterijske rasti in namesto sputasola 2 ml sterilne destilirane vode.
Koncentracijo H. influenzae v posameznih izhodnih suspenzijah, po obdelavi s sputasolom
ter v vzorcih negativnih kontrol smo dolocili po enakem postopku kot pri bakterijskih
suspenzijah visje koncentracije. Vse tri izhodne razredgine (107, 10™ in 10”) smo testirali

v dvojniku.
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4 REZULTATI

V raziskavo smo vkljucili 96 vzorcev iz spodnjih dihal (izmec€ke in trahealne aspirate), ki
so bili v obdobju priblizno dveh mesecev poslani v Laboratorij za bakteriolosko
diagnostiko respiratornih infekcij InStituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani na rutinsko preiskavo na patogene bakterije. Prvih 47 kuznin iz
spodnjih dihal smo po homogenizaciji z ditiotreitolom obdelali po protokolu, ki je
vkljuceval izdelavo razmaza za barvanje po Gramu in nacepitev na dolocena gojisca. Ker
smo po analizi rezultatov ugotovili, da s homogenizacijo kuZnin nismo povecali
ucinkovitosti osamitve patogenih bakterij, opazili pa smo razlike v rezultatih razmazov iz
nehomogeniziranih in homogeniziranih kuznin, obarvanih po Gramu, smo v nadaljevanju
raziskave pri 49 kuzninah iz spodnjih dihal primerjali samo rezultate razmazov iz

homogeniziranih in nehomogeniziranih kuznin, obarvanih po Gramu.
V preglednici 1 je prikazana vrsta, Stevilo in delez vzorcev, ki smo jih vkljucili v
raziskavo. Razvidno je, da smo v raziskavi od 96 kuZnin obdelali 34 (35,4 %) izmeckov in

62 (64,6 %) trahealnih aspiratov.

Preglednica 1: Vrsta, Stevilo in delez vzorcev, vkljucenih v raziskavo

Stevilo (%)

Vrsta vzorca .
obdelanih vzorcev

Izmecek 34 (35,4)
Trahealni aspirat 62 (64,6)
Skupaj 96 (100)

Za homogenizacijo kuznin z ditiotreitolom smo izbrali tiste vzorce, ki jih je bilo koli¢insko
ve€ kot 1 ml in za katere smo makroskopsko ocenili, da so nehomogeni, viskozni, gnojni
ali krvavi. Stevilo in delez glede na vrsto in makroskopski opis kuznin, ki smo jih vkljugili
v raziskavo, so prikazani v preglednici 2. Od 96 kuznin iz spodnjih dihal smo obdelali 37

viskoznih, 23 krvavo viskoznih, 22 gnojnih in 14 nehomogenih vzorcev.
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Preglednica 2: Stevilo in deleZ glede na vrsto in makroskopski opis kuznin iz spodnjih dihal, vkljugenih v

raziskavo

. Stevilo (%) vzorcev

Opis vzorca - - - -
Izmecek | Trahealni aspirat | Skupaj
Viskozen 18 (52,9) 19 (30,6) 37 (38,5)
Krvavo viskozen 6 (17,7) 17 (27,4) 23 (24,0)
Gnojen 10 (29,4) 12 (19,4) 22 (22,9)
Nehomogen 0 14 (22,6) 14 (14,6)
Skupayj 34 (100) 62 (100) 96 (100)

Stevilo posameznih vzorcev glede na opis je prikazano na sliki 2.

St. vzorcev

.

viskozen krvavo viskozen gnojen nehomogen

Opis vzorca

O izmeéek M trahealni aspirat

Slika 2: Stevilo in opis izmec¢kov in trahealnih aspiratov

Primeri makroskopskega izgleda vseh tipov nehomogeniziranega in homogeniziranega

vzorca so prikazani na slikah 3—6.
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Slika 3: Makroskopski izgled trahealnega aspirata: a) nehomogeniziran viskozni vzorec; b) homogeniziran
vzorec

Slika 4: Makroskopski izgled izmecka: a) nehomogeniziran krvavo viskozni vzorec; b) homogeniziran vzorec

Slika 5: Makroskopski izgled izmecka: a) nehomogeniziran gnojni vzorec; b) homogeniziran vzorec
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Slika 6: Makroskopski izgled trahealnega aspirata: a) nehomogeniziran nehomogen vzorec; b) homogeniziran
vzorec

Za obdelavo enega vzorca po standardnem postopku preiskave na patogene bakterije smo
potrebovali priblizno 3 minute, za obdelavo 5 vzorcev 10 minut. Pri homogenizaciji
vzorcev iz spodnjih dihal z ditiotreitolom smo za celotno obdelavo enega vzorca

potrebovali 20 minut, za obdelavo 5 vzorcev pa 30 minut.

4.1 OSAMITEV PATOGENIH IN/ALI POTENCIALNO PATOGENIH BAKTERIJ 1Z
KULTURE IN RAZMAZI KUZNIN IZ SPODNIJIH DIHAL, OBARVANI PO
GRAMU

Rezultate osamljenih patogenih in/ali potencialno patogenih bakterij iz nehomogeniziranih
kuznin smo primerjali z rezultati osamljenih patogenih in/ali potencialno patogenih bakterij
iz homogeniziranih kuznin. V preglednici 3 je prikazano $tevilo in delez izolatov,
osamljenih iz homogeniziranih in nehomogeniziranih vzorcev, vkljucenih v raziskavo.

Grafi¢no so ti rezultati prikazani na sliki 7.
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Preglednica 3: Stevilo in delez izolatov, osamljenih iz homogeniziranih in nehomogeniziranih vzorcev,

vkljucenih v raziskavo

Bakteriiski Stevilo (%) izolatov, osamljenih iz vzorcev
aizt,elgl{lis ! Izmecek n=18 Trahealni aspirat n=29
Homogeniziran | Nehomogeniziran | Homogeniziran | Nehomogeniziran
1 vrsta 11(61,1) 11 (61,1) 15 (51,7) 15 (51,7)
2 vrsti 5(27,8) 5(27,8) 7(24,1) 7(24,1)
3 vrste 2 (11,1) 2 (11,1) 4 (13,8) 4 (13,8)
4 vrste 0 0 2 (6,9) 2 (6,9)
RO 0 0 1(3,4) 1(3,4)
Legenda: RO — rast odsotna
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Slika 7: Stevilo osamljenih izolatov iz homogeniziranih in nehomogeniziranih vzorcev, vkljuéenih v
raziskavo

Vrsta, Stevilo in delez izolatov patogenih in/ali potencialno patogenih bakterijskih vrst,
osamljenih iz homogeniziranih in nehomogeniziranih vzorcev, vkljucenih v raziskavo, so
prikazani v preglednici 4. 1z 18 homogeniziranih in nehomogeniziranih izmeckov smo

osamili enako Stevilo in vrsto patogenih in/ali potencialno patogenih mikroorganizmov.
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Enako velja tudi za osamitev vrste in Stevila patogenih in/ali potencialno patogenih
mikroorganizmov iz 29 homogeniziranih in nehomogeniziranih trahealnih aspiratov. 1z
homogeniziranih in nehomogeniziranih trahealnih aspiratov smo najveckrat osamili glive
kvasovke (n=8), P. aeruginosa (n=8) in S. aureus (n=7). Iz homogeniziranih in
nehomogenizranih izmeckov pa je po kultivaciji najveCkrat porasla meSana bakterijska
flora (n=8), H. influenzae (n=4) in P. aeruginosa (n=4). Kon¢no S§tevilo posameznih
patogenih in/ali potencialno patogenih bakterijskih vrst se je torej povsem ujemalo (slika

8).

Preglednica 4: Vrsta, Stevilo in delez izolatov patogenih in/ali potencialno patogenih bakterijskih vrst,

osamljenih iz homogeniziranih in nehomogeniziranih vzorcev, vkljucenih v raziskavo

Stevilo (%) izolatov, osamljenih iz vzorcev
Organizem Izmecek n= 18 Trahealni aspirat n=29
Homogeniziran | Nehomogeniziran | Homogeniziran | Nehomogeniziran
Acinetobacter
baumannii 1(3,7) 1(3,7) 2 (4,0) 2 (4,0)
Acinetobacter
haemolyticus 0 0 1(20) 1(20)
Haemophilus influenzae 4 (14,8) 4 (14,8) 0 0
Citrobacter freundii 0 0 1(2,0) 1(2,0)
Citrobacter koseri 0 0 2 (4,0) 2 (4,0)
Enterobacter cloacae 0 0 4 (8,0) 4 (8,0)
Enterobacter aerogenes 0 0 1(2,0) 1(2,0)
Escherichia coli 1(3,7) 1(3,7) 3 (6,0) 3 (6,0)
Klebsiella pneum.oniae 13,7) 13,7) 2 (4,0) 2 (4,0)
SSp. pneumoniae
Klebsiella oxytoca 0 0 1(2,0) 1(2,0)
Moraxella catarrhalis 1(3,7) 1(3,7) 0 0
Pseudomonas
aeruginosa 4 (14,8) 4 (14,8) 8 (16,0) 8 (16,0)
Proteus mirabilis 1(3,7) 1(3,7) 1(2,0) 1(2,0)
Providencia stuartii 0 0 1(2,0) 1(2,0)
Staphylococcus aureus 2(7,4) 2(7,4) 8 (16,0) 8 (16,0)
Serratia marcescens 0 0 2 (4,0) 2 (4,0)
Streptococcus
on e’; N 1(3,7) 1(3,7) 1(2,0) 1(2,0)
Glive kvasovke 3L 3(11,1) 8 (16,0) 8 (16,0)
MES 8(29,6) 8 (29,6) 3 (6,0) 3 (6,0)
RO 0 0 1(2,0) 1(2,0)
Skupayj 27 (100) 27 (100) 50 (100) 50 (100)

Legenda: RO — rast odsotna, MES — mesana bakterijska flora zgornjih dihal
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Slika 8: Stevilo in vrsta osamljenih izolatov iz vzorcev, vkljuéenih v raziskavo

Legenda: RO — rast odsotna, MES — me3ana bakterijska flora zgornjih dihal

Stevilo, delez in vrsta ujemanja/neujemanja rezultatov osamitve patogenih in/ali
potencialno patogenih bakterijskih vrst iz homogeniziranih in nehomogeniziranih vzorcev
so prikazani v preglednici 5. Vrste in Stevilo izoliranith posameznih patogenih in/ali
potencialno patogenih bakterijskih vrst iz homogeniziranih in nehomogeniziranih

izmeckov in trahealnih aspiratov so se popolnoma ujemali.
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Preglednica 5: Stevilo, deleZ in vrsta ujemanja/neujemanja rezultatov osamitve patogenih in/ali potencialno

patogenih bakterijskih vrst iz homogeniziranih in nehomogeniziranih vzorcev

Stevilo vzorcev (%)

Vrsta ujemanja/neujemanja Izmecek | Trahealni aspirat Skupaj
n=18 n=29 n=47
Ujemanje Vrsta in Stevilo izolatov 18 (100) 29 (100) 47 (100)
Rast v homogenizirani
kuZnini in odsotnost rasti v 0 0 0

nehomogenizirani kuZnini
Rast vec razlicnih MO v

Neujemanje | homogenizirani kuZnini kot 0 0 0

v nehomogenizirani kuZnini

Rast vec razlicnih MO v

nehomogenizirani kuznini

kot v homogenizirani
kuZnini

Legenda: MO - mikroorganizmi

4.2 RAZMAZI KUZNIN 1Z SPODNJIH DIHAL, OBARVANI PO GRAMU

Vse razmaze homogeniziranih in nehomogeniziranih kuZnin iz spodnjih dihal, obarvane po
Gramu, smo pregledali s svetlobnim mikroskopom Nikon Eclipse E400 (Nikon) pod 100-
kratno in 1000-kratno povecavo. Rezultate mikrobioloSkega pregleda razmazov
homogeniziranih in nehomogeniziranih kuznin smo med seboj primerjali. Mikroskopski
pregled razmazov homogeniziranih kuznin, obarvanih po Gramu, je bil bolj u€¢inkovit, ker
smo v ve¢ vidnih poljih videli jasno razporejene posamezne mikroorganizme in eritrocite,

levkocite in ploscate epitelne celice kot v razmazih nehomogeniziranih kuznin.

Stevilo, delez in vrsta ujemanja/neujemanja rezultatov razmazov homogeniziranih in
nehomogeniziranih vzorcev, obarvanih po Gramu, so prikazani v preglednici 6. Od 96
vzorcev so se pri 88 (91,7 %) vzorcih rezultati mikroskopskega pregleda razmaza
nehomogeniziranega in homogeniziranega vzorca, obarvanega po Gramu, ujemali. V 8 (8,3

%) vzorcih se rezultati niso ujemali.
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Preglednica 6: Stevilo, dele in vrsta ujemanja/neujemanja rezultatov razmazov homogeniziranih in

nehomogeniziranih vzorcev, obarvanih po Gramu

Stevilo vzorcev (%)

Vrsta ujemanja/neujemanja Izmecek | Trahealni aspirat | Skupaj
n=34 n=62 n=96
. . Nacin barvanja in morfoloska oblika
Ujemanje bakterij 33 (97,1) 55 (88,7) 88 (91,7)
Prisotnost MO v razmazu
homogenizirane kuzZnine in ne v 1(2,9) 4 (6,5) 5(5,2)

razmazu nehomogenizirane kuZnine
Ve¢ razli¢nih tipov MO v razmazu
homogenizirane kuzZnine kot v 0 3 (4,8) 33,1
razmazu nehomogenizirane kuZnine
Ve¢ razli¢nih tipov MO v razmazu
nehomogenizirane kuzZnine kot v 0 0 0
razmazu homogenizirane kuZnine

Neujemanje

Legenda: MO - mikroorganizmi

Iz rezultatov smo izracunali obcutljivost mikroskopskega pregleda razmazov

nehomogeniziranih in homogeniziranih vzorcev.

88

Obcutljivost (%) = 23+ 8 x 100 % = 91,7 % (nehomogenizirani vzorci)
e 96 L .
Obcutljivost (%) = %6+ 0 x 100 % = 100 % (homogenizirani vzorci)

V nadaljevanju je podrobneje opisanih vseh 8 primerov, v katerih se rezultati
mikroskopskega pregleda razmaza homogeniziranega in nehomogeniziranega vzorca niso

ujemali.

Pri mikroskopskem pregledu nehomogeniziranega, nehomogenega trahealnega aspirata pri
bolniku §t. 12 nismo videli nobenih mikroorganizmov, medtem ko smo v razmazu
homogeniziranega vzorca videli po Gramu pozitivne koke v skupinah. Kakovost
nehomogeniziranega in homogeniziranega trahealnega aspirata smo ocenili s svetlobnim

mikroskopom Nikon Eclipse E400 (Nikon) pod 100-kratno povecavo. Nehomogeniziran in
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homogeniziran vzorec je bil dobre kvalitete, saj smo v posameznem vidnem polju videli
manj kot 10 ploscatih epitelnih celic in ve¢ kot 25 polimorfonuklearnih levkocitov. 1z
homogeniziranega in nehomogeniziranega vzorca smo osamili S. aureus v Cisti kulturi.
Slika 9 prikazuje mikroskopsko razliko razmazov —nehomogeniziranega in
homogeniziranega trahealnega aspirata, obarvanih po Gramu, pod 1000-kratno povecavo

pri bolniku $t. 12.

Slika 9: Mikroskopski pregled kuznine bolnika $t. 12 pod 1000-kratno povecavo: levo — nehomogeniziran
trahealni aspirat; desno — homogeniziran trahealni aspirat in vidni po Gramu pozitivni koki v skupinah

Pri bolnikih $t. 50 in 53 nismo pri mikroskopskem pregledu nehomogeniziranega,
viskoznega trahealnega aspirata videli nobenih mikroorganizmov, medtem ko smo v
razmazu homogeniziranega vzorca videli blastospore. Z mikroskopskim pregledom smo
pod 100-kratno povecavo ocenili kakovost nehomogeniziranega in homogeniziranega
trahealnega aspirata. Nehomogeniziran in homogeniziran vzorec obeh bolnikov je bil
dobre kvalitete, saj smo v posameznem vidnem polju videli manj kot 10 ploscatih epitelnih
celic in ve€ kot 25 polimorfonuklearnih levkocitov. 1z nehomogeniziranega vzorca smo pri
obeh bolnikih osamili glive kvasovke v ¢isti kulturi, medtem ko homogeniziranih vzorcev

pri teh dveh bolnikih iz drugega dela raziskave nismo kultivirali. Slika 10 prikazuje
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mikroskopsko razliko razmazov nehomogeniziranega in homogeniziranega trahealnega

aspirata, obarvanih po Gramu, pod 1000-kratno povecavo pri bolniku §t. 53.

Slika 10: Mikroskopski pregled kuznine bolnika §t. 53 pod 1000-kratno povecavo: levo — nehomogeniziran
trahealni aspirat; desno — homogeniziran trahealni aspirat in vidne blastospore

Pri mikroskopskem pregledu nehomogeniziranega, viskoznega izmecka pri bolniku §t. 64
nismo videli nobenih mikroorganizmov, medtem ko smo v razmazu homogeniziranega
vzorca videli po Gramu pozitivne diplokoke (slika 11). Z mikroskopskim pregledom smo
pod 100-kratno povecavo ocenili tudi kakovost nehomogeniziranega in homogeniziranega
izmeCka. Nehomogeniziran in homogeniziran vzorec je bil dobre kvalitete, saj smo v
posameznem vidnem polju videli manj kot 10 ploscatih epitelnih celic in ve¢ kot 25
polimorfonuklearnih levkocitov. Iz nehomogeniziranega vzorca smo osamili S.
pneumoniae v Cisti kulturi, s tem da je bilo Stevilo kolonij S. pneumoniae na primarnih
gojis¢ih relativno majhno (priblizno 20 CFU). Homogeniziranega vzorca nismo kultivirali,

saj je bila kuznina iz drugega dela raziskave.
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Slika 11: Mikroskopski pregled kuznine bolnika $t. 64 pod 1000-kratno povecavo: levo — nehomogeniziran
izmecek; desno — homogeniziran izmecek in vidni po Gramu pozitivni diplokoki

Slika 12 prikazuje mikroskopsko razliko razmazov —nehomogeniziranega in
homogeniziranega trahealnega aspirata, obarvanih po Gramu, pod 1000-kratno povecavo
pri bolniku s§t. 68. V razmazu nehomogeniziranega, viskoznega trahealnega aspirata nismo
videli nobenih mikroorganizmov, medtem ko smo v razmazu homogeniziranega vzorca
videli ve¢ tipov mikroorganizmov, in sicer po Gramu pozitivne bacile, po Gramu negativne
bacile in po Gramu pozitivne diplokoke. 1z nehomogeniziranega vzorca je po kultivaciji
porasla mesSana bakterijska flora zgornjih dihal. Homogeniziranega vzorca nismo

kultivirali, saj je bila kuznina iz drugega dela raziskave.
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Slika 12: Mikroskopski pregled kuznine bolnika st. 68 pod 1000-kratno povecavo: a) nehomogeniziran
trahealni aspirat; b) homogeniziran trahealni aspirat in vidna po Gramu pozitivna bacila; ¢) homogeniziran
trahealni aspirat in viden po Gramu negativen bacil ter po Gramu pozitivna diplokoka

Slika 13 prikazuje mikroskopsko razliko razmazov —nehomogeniziranega in
homogeniziranega trahealnega aspirata, obarvanih po Gramu, pod 1000-kratno povecavo
pri bolniku §t. 76. V razmazu nehomogeniziranega, viskoznega trahealnega aspirata smo
videli po Gramu pozitivne koke v skupinah. V razmazu homogeniziranega vzorca smo
poleg po Gramu pozitivnih kokov v skupinah videli tudi blastospore. Iz
nehomogeniziranega vzorca smo osamili S. aureus (70 %) in glive kvasovke (30 %),

medtem ko homogeniziranega vzorca nismo kultivirali, saj je bil iz drugega dela raziskave.
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Slika 13: Mikroskopski pregled kuznine bolnika §t. 76 pod 1000-kratno povecavo: levo — nehomogeniziran
trahealni aspirat in vidni po Gramu pozitivni koki v skupinah; desno — homogeniziran trahealni aspirat in
vidni po Gramu pozitivni koki v skupinah ter blastospore

Pri bolnikih §t. 87 (slika 14) in 90 smo pri mikroskopskem pregledu nehomogeniziranega,
viskoznega trahealnega aspirata videli po Gramu negativne bacile, medtem ko smo v
razmazu homogeniziranega vzorca poleg po Gramu negativnih bacilov videli tudi
blastospore. Z mikroskopskim pregledom smo pod 100-kratno povecavo ocenili tudi
kakovost ~ nehomogeniziranega  in  homogeniziranega  trahealnega  aspirata.
Nehomogeniziran in homogeniziran vzorec obeh bolnikov sta bila dobre kvalitete, saj smo
v posameznem vidnem polju videli manj kot 10 plos¢atih epitelnih celic in ve¢ kot 25
polimorfonuklearnih levkocitov. Pri bolniku $t. 87 smo iz nehomogeniziranega vzorca
osamili P. aeruginosa (80 %) in glive kvasovke (20 %), pri bolniku §t. 90 pa E. cloacae
(60 %) in glive kvasovke (40 %). Homogeniziranih vzorcev pri teh dveh bolnikih nismo

kultivirali, saj sta bila iz drugega dela raziskave.
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Slika 14: Mikroskopski pregled kuznine bolnika st. 87 pod 1000-kratno povecavo: levo — nehomogeniziran
trahealni aspirat in vidni po Gramu negativni bacili; desno — homogeniziran trahealni aspirat in vidni po
Gramu negativni bacili ter blastospore

4.3 PROTIBAKTERIJSKI UCINEK DITIOTREITOLA NA BAKTERIJSKO VRSTO H.
INFLUENZAE

V drugem delu raziskave, v katerem smo preverjali protibakterijski u¢inek ditiotreitola na
bakterijsko vrsto H. influenzae, smo na osnovi dobljenih rezultatov, prikazanih v
preglednici 7, ugotovili, da ditiotreitol nima pomembnega protibakterijskega u¢inka na to

patogeno bakterijsko vrsto.
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Preglednica 7: Koncentracije bakterije H. influenzae (CFU/ml) v izhodnih suspenzijah, po obdelavi z

ditiotreitolom in v negativnih kontrolah

Suspenzije Izhodna koncentracija | Obdelava z ditiotreitolom Kontrola
H. influenzae (CFU/ml) (CFU/ml) (CFU/ml)
5,9x 107 1,2x 107 1,4x 107
5,9 x 10* 2,5x 10* 2,6 x 10*
6.6 x 10* 3,3 x 10* 3,9 x 10*
ATCC 49247 5,2x 10° 2,2x 10° 3,7x 10°
5,8x 10° 2,3x 10° 3,0x 10°
6,3 x 10 4,5 x 10 4,8 x 10
5,8x 107 4,0 x 107 4,0 x 107
Izolat 1 1,2x 108 1,9x 107 2,1x 107
Izolat 2 9,1 x 10’ 1,4x 107 1,5x 107
Izolat 3 5,8x 107 1,6 x 107 2,9x 107
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Slika 15: Koncentracije bakterije H. influenzae (log CFU/ml) v izhodnih suspenzijah, po obdelavi z

ditiotreitolom in v negativnih kontrolah
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Okuzbe spodnjih dihal so dandanes ene najpogostejSih vzrokov, zaradi katerih bolniki
poiscejo pomo¢ pri zdravniku (Tomi¢, 2008). Posledice okuzb spodnjih dihal so najhujSe
in najpogostejSe pri otrocih v prvih letih Zivljenja in pri ljudeh v pozni starosti. Zato je
pomembno, da pravocasno prepoznamo okuzbo spodnjih dihal in jo ustrezno zdravimo, saj
s tem zmanjSamo potrebo po bolniSnicnem zdravljenju in smrtnost, prepre¢imo Sirjenje
odpornosti bakterijskih povzrociteljev in zmanjSamo druzbene stroSke (Drinovec, 2003).
Vendar osnovne pomanjkljivosti, kot so odvzem kakovostne kuznine, ustrezna
laboratorijska obdelava kuznin in hitro posredovanje rezultatov mikrobioloSke preiskave
zdravniku, lahko otezijo diagnostiko okuzb spodnjih dihal (Tomi¢, 2008). V bakterioloski
diagnostiki okuzb spodnjih dihal najpogosteje uporabljamo preiskavo kuznin, odvzetih s
podro¢ja spodnjih dihal na patogene bakterije, ki obsega pregled razmaza kuznine,
obarvanega po Gramu in njihovo kulturo. Prisotnost najverjetnejSega povzrocitelja okuzb
spodnjih dihal lahko zelo hitro razkrijemo s pregledom razmaza, obarvanega po Gramu, saj
je ta metoda zagotovo najcenejSa, najhitrejSa in najpreprostejSa mikrobioloSka metoda
(Tomi¢, 2008; Tomi¢ in Seme, 2003). Ker so kuznine iz spodnjih dihal pogosto
nehomogene, viskozne, gnojne ali krvave, je Se posebej pomembno, da jih ustrezno
laboratorijsko obdelamo. Tako omogocimo izdelavo enakomernih razmazov za barvanje
po Gramu in s tem lazje in bolj uc¢inkovito mikroskopiranje teh kuznin ter uc¢inkovitejSo
osamitev patogenih bakterijskih vrst. Da bi se izognili lazno negativnim rezultatom, je
priporocljivo vzorcenje ve¢ makroskopsko najbolj gnojnih delov posamezne kuznine.
Laboratorijski delavec, ki obdeluje vzorec, mora biti posebej pozoren in izurjen za to
vrstno delo. Do variabilnosti rezultatov lahko pride tudi takrat, kadar je v obdelavo kuZznin
iz spodnjih dihal vklju€enih veliko laboratorijskih delavcev (May, 1953; Hammerschlag in
sod., 1980). Druga moznost za zmanjSanje lazno negativnih rezultatov je homogenizacija
kuznin z enim od mukoliti¢nih sredstev. Najveckrat priporoc€ljiva je uporaba ditiotreitola,
saj razen na H. influenzae zanj ni bilo ugotovljenega protibakterijskega delovanja

(Hammerschlag in sod., 1980).
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V diplomski nalogi smo s primerjavo rezultatov mikrobioloSkega pregleda razmazov
homogeniziranih in nehomogeniziranih kuZnin, obarvanith po Gramu, in njihovih
kvalitativnih kultur Zeleli ugotoviti ucinkovitost homogenizacije z ditiotreitolom. Za
homogenizacijo kuznin iz spodnjih dihal smo uporabili delovno raztopino ditiotreitola. Pri
mikrobioloski diagnostiki okuzb z mikobakterijami se kot mukolitika uporabljata
ditiotreitol in N-acetil-L-cistein (NALC), vendar v diagnostiki drugih patogenih bakterij
NALC, predvsem v kombinaciji z natrijevim hidroksidom, ni primeren za obdelavo
kuznin, saj jih uni¢i (Forbes in sod., 2002). Kilbourn in sod. (Kilbourn in sod., 1968)
navajajo, da niso ugotovili nobene razlike v osamitvi patogenih bakterij pri rutinski
bakterioloski preiskavi izmecka bolnikov s cisti€no fibrozo in homogenizaciji izmecka z
mukolitikom natrijevim 2-etilheksil sulfatom. Uporabnost ostalih mukolitikov, kot so
pankreatin, pankreatin-tripsin in amilaze za homogenizacijo kuznin iz spodnjih dihal, v
literaturi ni opisana. Zeleli smo tudi preveriti protibakterijsko delovanje ditiotreitola na
patogeno bakterijsko vrsto H. influenzae, ki je bilo ugotovljeno v raziskavi

Hammerschlagove in sod. (1980).

V obdobju dveh mesecev smo po ustaljenem protokolu bakterioloske preiskave obdelali 96
kuznin i1z spodnjih dihal, od tega 34 (35,4 %) izmeckov in 62 (64,6 %) trahealnih
aspiratov. V raziskavo smo vklju€ili samo ustrezne vzorce za homogenizacijo kuznin z
ditiotreitolom, in sicer tiste, za katere smo ocenili, da jih je bilo koli¢insko ve¢ kot 1 ml ter
za katere smo makroskopsko ocenili, da so nehomogeni, viskozni, gnojni ali krvavi. Od 96
kuznin iz spodnjih dihal smo obdelali najve¢ viskoznih kuZnin (38,5 %) in najmanj
nehomogenih kuznin (14,6 %). Rezultate osamljenih patogenih in/ali potencialno
patogenih bakterij iz nehomogeniziranih kuznin smo primerjali z rezultati osamljenih
patogenih in/ali potencialno patogenih bakterij iz homogeniziranih kuZnin. 1z preglednice 3
lahko vidimo, da smo iz 18 homogeniziranih in nehomogeniziranih izmeckov ter 29
homogeniziranih in nehomogeniziranih trahealnih aspiratov osamili enako Stevilo
patogenih in/ali potencialno patogenih bakterijskih vrst. Iz kuznin smo najveckrat osamili
po eno patogeno in/ali potencialno patogeno bakterijsko vrsto in le pri eni je bila rast
odsotna. Iz homogeniziranih in nehomogeniziranih izmeckov smo osamili 27 patogenih
in/ali potencialno patogenih bakterijskih vrst in 50 patogenih in/ali potencialno patogenih

bakterijskih vrst iz homogeniziranih in nehomogeniziranih trahealnih aspiratov. Iz
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homogeniziranih in nehomogeniziranih izmeckov je po kultivaciji najveckrat porasla
meSana bakterijska flora zgornjih dihal, P. aeruginosa in H. influenzae. 1z
homogeniziranih in nehomogeniziranih trahealnih aspiratov pa smo najveckrat osamili
glive kvasovke, P. aeruginosa in S. aureus. 1z 18 homogeniziranih in nehomogeniziranih
izmeckov in 1z 29 homogeniziranih in nehomogeniziranih trahealnih aspiratov smo osamili
enako Stevilo in vrsto patogenih in/ali potencialno patogenih bakterijskih vrst. Na osnovi
rezultatov, pridobljenih pri osamitvi patogenih in/ali potencialno patogenih bakterijskih
vrst 1z homogeniziranih in nehomogeniziranith kuZnin, lahko zaklju¢imo, da
homogenizacija kuZnin iz spodnjih dihal z ditiotreitolom ne poveca ucinkovitost osamitve
patogenih in/ali potencialno patogenih bakterijskih vrst. V nadaljevanju raziskave smo zato
pri 49 kuzZninah iz spodnjih dihal primerjali samo rezultate razmazov iz homogeniziranih in

nehomogeniziranih kuZznin, obarvanih po Gramu.

Pri primerjavi rezultatov mikrobioloskega pregleda razmazov homogeniziranih in
nehomogeniziranih kuznin, obarvanih po Gramu, so rezultati pokazali, da smo s
homogenizacijo kuZnin iz spodnjih dihal z ditiotreitolom za 8,3 % povecali obcutljivost
mikroskopskega pregleda razmaza. Obdelava kuZznin z ditiotreitolom je omogocila
izdelavo enakomernih razmazov za barvanje po Gramu in s tem lazje in u€inkovitejSe
mikroskopiranje vseh kuznin. V razmazih homogeniziranih kuZnin smo videli posamezne
mikroorganizme in eritrocite, levkocite in ploS¢ate epitelne celice v ve¢ vidnih poljih kot v

razmazih nehomogeniziranih kuznin.

V drugem delu raziskave smo na osnovi podatkov iz literature pri¢akovali, da bomo
dokazali protibakterijski ucinek ditiotreitola na H. influenzae. Hammerschlagova in sod.
(1980) so namre¢ v svoji raziskavi ugotavljali protibakterijski ucinek ditiotreitola na
dolo¢ene mikroorganizme (P. aeruginosa, S. aureus, H. influenzae in Candida albicans).
Dolo¢ili so minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) in minimalno baktericidno
koncentracijo ditiotreitola, pri ¢emer so uporabili ditiotreitol v koncentracijah od 8§-500
pg/ml. Najvecji protibakterijski u€inek ditiotreitola so ugotovili pri bakterijski vrsti H.
influenzae. Koncentracija ditiotreitola 31 pg/ml je bila inhibitorna za 16 od skupaj 29
testiranih bakterijskih izolatov H. influenzae, pri 27 od 29 izolatov pa je bila MIK 62,5

pg/ml. Minimalna baktericidna koncentracija je bila pri vseh mikroorganizmih enaka ali za
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eno razred¢ino visja od MIK. Prav tako so potrdili protibakterijski ucinek ditiotreitola na
H. influenzae, ko so ugotavljali ¢asovno odvisnost vpliva dolofene koncentracije
ditiotreitola na rast te bakterijske vrste. Protibakterijski ucinek ditiotreitola koncentracije
50 pg/ml je bil viden ze po 2 urah inkubacije. V drugem delu raziskave, kjer so primerjali
rezultate rutinske obdelave vzorcev, odvzetih bolnikom s cisti¢no fibrozo, in obdelavo teh
z ditiotreitolom, so prav tako dokazali protibakterijski u€inek ditiotreitola na bakterijsko
vrsto H. influenzae. Na osnovi teh rezultatov nekateri priporocajo, da se kuznine bolnikov s
cisticno fibrozo Se pred homogenizacijo z ditiotreitolom nacepijo na ¢okoladni agar, da bi s

tem omogocili osamitev hemofilusa.

Rezultati naSe raziskave (preglednica 7) niso potrdili protibakterijskega u¢inka ditiotreitola
na H. influenzae tako pri vi§ji kot pri nizjih koncentracijah bakterijske suspenzije, s tem da
smo mi preverjali ucinek delovne koncentracije ditiotreitola, ki se uporablja za obdelavo
kuznin (1 mg/ml), ki je celo vi§ja kot MIK, ugotovljen v raziskavi Hammerschlagove in
sod. (1980). Odsotnost protibakterijskega ucinka ditiotreitola na to bakterijsko vrsto
potrjujejo tudi nasi rezultati iz prvega dela raziskave, saj smo uspeli H. influenzae osamiti

tako iz nehomogeniziranih kot iz homogeniziranih kuZnin.

Na osnovi dobljenih rezultatov lahko zaklju€imo, da homogenizacija kuznin iz spodnjih
dihal z ditiotreitolom olaj$a 0z. omogoca ucinkovitejSi mikroskopski pregled razmazov teh
kuznin. Osnovna pomanjkljivost, ki preprecuje SirSo uporabo homogenizacije kuznin z
ditiotreitolom, je, da nekoliko zaplete in podaljSa postopek obdelave vzorca. Upostevati
moramo tudi ostale okoliS¢ine, ki vplivajo na dolgotrajnost postopka, saj je Cas celotne

obdelave predvsem odvisen tudi od koli¢ine rutinske obdelave vzorcev.

V Laboratoriju za bakteriolosko diagnostiko respiratornih infekcij InStituta za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani so se na osnovi rezultatov
opravljene raziskave odlocili, da pri rutinskem delu ne bodo homogenizirali vseh kuznin iz
spodnjih dihal, saj bi s takSno strategijo predvsem povecali obseg dela in podaljSali cas
obdelave kuznin, ne da bi pri tem izboljSali obcutljivost bakterioloSke preiskave. V
laboratoriju tako nadaljujejo s homogenizacijo vseh kuznin iz spodnjih dihal, odvzetih

bolnikom s cisticno fibrozo, saj je velika vecina teh kuznin zelo viskozna in
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homogenizacija z ditiotreitolom mo¢no olajSa obdelavo vzorca. Dodatno z ditiotreitolom
homogenizirajo predvsem tiste nehomogene, viskozne in gnojne kuZnine, pri katerih v

razmazu nehomogenizirane kuznine ni videti bakterijskih in/ali glivnih celic.
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5.2 SKLEPI

e Homogenizacija kuZnin iz spodnjih dihal z ditiotreitolom ni povecala ucinkovitosti

osamitve patogenih bakteri;.

e Rezultati  mikroskopskega  pregleda  razmazov  homogeniziranih  in

nehomogeniziranih vzorcev so se ujemali v 91,7 % vzorcev.

e Homogenizacija kuznin iz spodnjih dihal z ditiotreitolom je za 8,3 % povecala
obcutljivost mikroskopskega pregleda razmaza. Omogocala je izdelavo
enakomernih razmazov za barvanje po Gramu in s tem laZje in ucinkovitejSe

mikroskopiranje teh kuznin.

e Rezultati nase raziskave niso potrdili protibakterijskega u€inka na bakterijsko vrsto

H. influenzae.

e Na osnovi rezultatov raziskave v Laboratoriju za bakteriolosko diagnostiko
respiratornih infekcij InStituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani pri rutinskem delu poleg vseh vzorcev iz spodnjih dihal,
odvzetih bolnikom s cistiéno fibrozo, z ditiotreitolom homogenizirajo tudi
nehomogene, viskozne in gnojne kuZnine, pri katerth v razmazih
nehomogeniziranega vzorca, obarvanega po Gramu, ni videti bakterijskih in/ali

glivnih celic.
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6 POVZETEK

V bakterioloski diagnostiki okuzb spodnjih dihal se najpogosteje uporablja preiskava
kuznin, odvzetih s podroc¢ja spodnjih dihal na patogene bakterije, ki obsega mikroskopski
pregled razmaza kuznine, obarvanega po Gramu, in njihovo kulturo. Pravilen odvzem
kuznine in ustrezna laboratorijska obdelava kuznine ter hitro posredovanje rezultatov
mikrobioloske preiskave zdravniku omogoca pravoCasno prepoznavanje in ustrezno
zdravljenje okuzb spodnjih dihal. Ker so kuznine iz spodnjih dihal pogosto nehomogene in
viskozne in bakterije v njih niso enakomerno porazdeljene, lahko to bistveno vpliva na
rezultat bakterioloske preiskave. Da bi se izognili lazno negativnim rezultatom, je potrebno
poznati najverjetnejSe povzrocitelje pri posameznih vrstah okuzb spodnjih dihal in
najprimernejSe mikrobioloske diagnosti¢ne teste zanje. Lazno negativne rezultate bi lahko
zmanj$ali tudi s homogenizacijo kuznin iz spodnjih dihal z enim od mukoliti¢nih sredstev.
Najbolj priporoc¢ljiv mukolitik za homogenizacijo kuZnin iz spodnjih dihal je ditiotreitol.
Zanj so v preteklosti ugotovili protibakterijsko delovanje na patogeno bakterijsko vrsto H.

influenzae.

V diplomski nalogi smo primerjali rezultate nehomogeniziranih in z ditiotreitolom
homogeniziranih kuZnin iz spodnjih dihal, obdelanih po wustaljenem protokolu
bakterioloske preiskave, ki vkljucuje izdelavo razmaza za barvanje po Gramu in nacepitev
na dolocena gojiS¢a. Za homogenizacijo kuznin iz spodnjih dihal smo uporabili delovno
raztopino ditiotreitola. Preverili smo tudi protibakterijski u€inek ditiotreitola na patogeno

bakterijsko vrsto H. influenzae.

Homogenizacija kuZnin iz spodnjih dihal z ditiotreitolom ni povecala ucinkovitosti
osamitve patogenih in/ali potencialno patogenih bakterijskih vrst, saj smo osamili enako
Stevilo in vrsto patogenih in/ali potencialno patogenih bakteriy tako iz 47
nehomogeniziranih kot iz homogeniziranth vzorcev. Pri primerjavi rezultatov
mikroskopskega pregleda razmazov homogeniziranih in nehomogeniziranih kuznin,
obarvanih po Gramu, smo pri 88 od 96 vzorcih, vkljuenih v raziskavo, videli enak nacin
barvanja in morfoloske oblike bakterij. Rezultati se niso ujemali v 5 vzorcih, kjer smo z

mikroskopskih pregledom razmazov videli prisotnost mikroorganizmov samo v razmazih
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homogeniziranih kuznin in ne v razmazih nehomogeniziranih kuznin ter v 3 vzorcih, kjer
smo v razmazih homogeniziranih kuznin videli ve¢ razli¢nih tipov mikroorganizmov kot v
razmazih nehomogeniziranih kuZznin. V drugem delu raziskave, kjer smo na osnovi
podatkov iz literature preverili protibakterijski uc¢inek ditiotreitola na patogeno bakterijsko
vrsto H. influenzae, so rezultati pokazali, da ditiotreitol nima protibakterijskega uc¢inka na

to patogeno bakterijsko vrsto.
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