Univerzita Komenského v Bratislave
Jesseniova Lekarska fakulta v Martine

Ustav mikrobiolégie a imunolégie

Manual pre odber stolice a perianalneho zlepu na
parazitologické vySetrenie

Jana Kompanikova, Elena Novakova

Podporené projektom KEGA 032UK-4/2019

Martin

2019



Manual pre odber stolice a perianalneho zlepu na

parazitologické vysetrenie

1. Odber, transport a uskladnenie stolice

Vzorky stolice na parazitologické vySetrenie je vhodné odobrat’ pred aplikaciou
antibiotik, antiparazitik a inych pripravkov. Cerstva stolicu, najmenej 0 velkosti vlasského
orecha (3-5 mililitrov), naberieme do vhodnej nadobky s dobre tesniacim uzaverom. Pre
parazitologickil diagnostiku stolicu odoberame 3-krat (kazdy druhy den) pre vylacenie
chybnej diagnézy vplyvom negativnej fazy pri cyklickom vyskyte parazitov. Nie je vhodné
odobrat’ viac vzoriek stolice od jedného pacienta v priebehu jedného dna. Vzorky stolice
nesmu byt’ kontaminované vodou ani mocom.

Pri podozreni na infekcie vyvolané amébami a dientamébami je potrebné vzorku
cerstvej stolice dorucit’ na mikrobiologické vySetrenie najneskor do 30 mintt po defekacii.
Vzorky stolice na diagnostiku ostatnych ¢revnych protozoi je potrebné dorucit’ do laboratéria
¢o najrychlejsie, vSeobecné odporucania su do 1 hodiny po defekécii.

V pripade, Ze nie je mozné rychle dorucenie vzorky do laboratoria, je mozné thto
uskladnit’ na chladnom mieste (nad bodom mrazu - najmenej 4°C).

Pri negativnom vysledku vySetrenia stolice, ale pri pretrvavajucich priznakoch
svedciacich o Crevnej parazitoze, je nutné opakovat’ odber a vySetrenie materidlu eSte 2-krat
vzdy po 4-7 dnoch. Pri suspektnej amebdze a giardidze sa odpori€a vySetrenie stolice

opakovat’ 5-10-krat v dvojdiovych intervaloch.

2. VySetrenie stolice v laboratdriu

Vzorky stolice vySetrujeme:

a) makroskopicky — zistujeme pritomnost’ celych ¢ervov alebo ich Casti, postdenie
konzistencie stolice, pritomnosti hlienu a krvi

b) nativnym mikroskopickym preparatom — dokazujeme pohyblivé vegetativne Stadia prvokov
(trofozoity),

c¢) koncentraénymi metédami — pouzivame flota¢né a sedimentacné, pri ktorych sa cysty alebo
vajicka vyplavuju zo stolice na hladinu roztokov soli, alebo klesaji ku
dnu, nachadzame ich v sedimente

d) kultivacne — na zivnej pode alebo zvierati, na rozmnoZenie niektorych ¢revnych prvokov



e) farbiacimi metédami — pre diagnostiku prvokov

f) hruby néter stolice — na mikroskopicky dokaz vaji¢ok Cervov

Koncentracné metody

Koncentraéné metddy pouzivané na dokaz vajiCok helmintov a cyst protozoi v stolici st
V porovnani s ostatnymi postupmi vhodnejsie pre vyssiu zachytnost’ parazitov.
Pouzivaju sa nasledujuce metody:
a) flotacna (podl'a Fausta)- cysty a vajicka sa v koncentrovanom roztoku soli
vyplavuju na hladinu

b) sedimenta¢na (formolova — MIFC) - vaji¢ka a cysty klesaju ku dnu

Flotacia v sirane zinocnatom (Faust et al. 1939- upravené):

Vzorku nativnej stolice o hmotnosti 1 gramu prenesieme do krvnej skimavky a pomocou
drevenej ty¢inky dokladne rozmiesame vo fyziologickom roztoku alebo v destilovanej vode.
Suspenziu centrifugujeme 1 minutu pri 2500 otackach/minutu, supernatant opatrne zlejeme a
premyty sediment suspendujeme v roztoku siranu zino¢natého o hustote 1,180 (331 g ZnSO4
X7 H20 doplnit destilovanou vodou do objemu 1000 ml). Skumavku doplnime asi 1
centimeter pod okraj a centrifugujeme 1 minatu pri 2500 otackach/minutu. Povrchova blanku
zo skumavky ihned’ prenesieme bakteriologickou kl'u¢kou na podlozné sklo a prikryjeme
krycim sklickom. Povrchovli blanku moZzno zo skimavky zobrat’ priamo na krycie sklicko
tak, zZe sa skimavka doplni roztokom aZ po okraj a krycie sklicko sa ponecha 20 minut na
hladine flotacného roztoku.

Preparat mikroskopujeme - pri pouziti 100-nasobného zvécSenia prezerame celi plochu

krycieho sklicka a néasledne pri 400-nasobnom zviacseni asi 20 zornych poli.

Sedimentacna (formolovd, mertioldt-jod-formaldehydova metéda — MIFCA)

A. Priprava roztokov

1. Roztok merthiolatu:
Merthiolat .........cccocovniieninnne. 1,0 gram

Destilovana voda .............. 1000,0 mililitrov

2. Zéasobny roztok MIF:
destilovana voda .................. 250 mililitrov 1 %o

vodny roztok merthiolatu .....200 mililitrov



36-38% formaldehyd ............. 25 mililitrov
glycerin ......ccooveevvvievieeieene, 5 mililitrov

Roztok je potrebné dokladne rozmieSat’ a uchovéavat’ v hnedej flaske so zabrusenou zatkou.

3. Lugolov roztok

destilovana voda ..........cceecuieriiiiiienieeeee e 100 ml
JOdid draselny ........cccceeeeiieeiiienieeiiee e 10g
KryStalicky JO .....vveeiiieiee e 5¢

Roztok ma byt Cerstvy, nie star$i ako tyzden. Roztok treba uchovéavat’ v hnedej tmavej fl'asi

so zabrusenou zatkou v tme.

B. Popis jednotlivych krokov postupu metody

1. Pre kazdu vzorku stolice si pripravime do stojana 2 skimavky (Wassermanovu a
centrifugacnu).

2. Do centrifugacnej skimavky dame lievik so Stvor¢ekom dvojmo skladanej gazy.

3. Do Wassermanovej skimavky napipetujeme 5 ml zasobného roztoku MIF a 1 ml
Lugolovho roztoku.

4. Drevenou ty¢inkou pridame stolicu o vel'kosti hrasku a pomocou dvoch palic¢iek dokonale
stolicu homogenizujeme.

5. Suspenziu precedime cez gazu do centrifugacnej skimavky a priddme 7 ml éteru (priblizne
1 cm pod povrch skiimavky). Skimavku dokladne zazatkujeme a silno rukou trepeme 1 - 2
minuty, pokial’ suspenzia nie je Uplne homogénna. Ak nie je suspenzia uplne homogénna
(nad vrstvou stolice je éter), pridame asi 1 ml destilovanej vody, zazatkujeme a znovu
pretrepeme.

6. Zatku odstranime, skimavku postavime do stojana na 3 mintty, aby sa
suspenzia ustalila.

7. Potom centrifugujeme 3 minuty pri 2500 ota¢kach/minuatu. V skimavke st vytvorené po
centrifugacii 4 vrstvy: éter, detritus zo stolice, roztok MIF a sediment.

8. Drevenou pali¢kou oddelime ,,zatku* detritu od steny skimavky a rychlym pohybom
zlejeme cely supernatant. Vatovym tamponom utrieme vnitornt stenu skimavky od
detritu.

9. Pasteurovou pipetou dokladne zhomogenizujeme sediment, ¢ast’ z neho odoberieme,
zhotovime preparat na podloznom sklicku a prikryjeme krycim sklickom.

10. Mikroskopické hodnotenie celého preparatu pri zvacSeni 100 az 200x, pri verifikacii
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podozrivych tutvarov 400 x.
11. Preparat po vysetreni odlozit’ do nadoby s dezinfekénym roztokom.
Hodnotenie: Pri naleze vajicok, cyst a trofozoitov parazita treba uréit jeho rod a druh. V
pripade nepritomnosti tychto utvarov je vysledok hodnoteny ako negativny. Tato metdda nie
je celkom spol'ahliva na zachytenie oplodnenych vaji¢ok Ascaris lumbricoides. V niektorych
pripadoch laboratérnej diagnostiky sa mikroskopicky dokaz parazita opiera o morfologické

rozliSenie vnutornej Struktiry bunky. PouZziva sa preto zafarbeny mikroskopicky preparat.

Hruby ndter stolice

Vajicka Cervov zistujeme mikroskopicky v tzv. hrubom natere zo stolice. Na jeho zhotovenie
sa najCastejsie pouziva metdda podl'a Heina alebo metdda podla Katoa. Tieto metddy st malo

zachytné a na dokaz cyst prvokov su preto nevhodné.

Nater podl’a Heina

Na cisté podlozné sklicko kvapneme destilovana vodu, v kvapke rozmieSame menSie
mnozstvo stolice v pomere 1 diel vody na 3 diely stolice. Zmes rozotrieme na ploche asi 4 x 2
cm. Nater nechame volne zaschnit. Pred vySetrenim preparat prejasnime kvapkou

parafinového oleja a prezerame pod mikroskopom pri 60 — 100 nasobnom zvécseni.

Nater podl’a Katoa

Je to koprologicka diagnosticka metoda, ktora slazi na zachyt vajicok parazitov. Jej podstatou
je hruby nater stolice, pri ¢om sa ndater stolice prekryva celofanovym prazkom
impregnovanym Kato farbiacim roztokom (malachitova zelen, glycerol, fenol), ktory sliiZi na

ulah¢enie mikroskopického pozorovania vaji¢ok parazitov.

A. Priprava roztokov

Farbiaci roztok

500 mililitrov 6% fenolu, krystalicky koncentrovany fenol roztopime vo vodnom kupeli

30 mililitrov tekutého fenolu doplnime destilovanou vodou do 500 mililitrov

500 mililitrov glycerinu

6 mililitrov 3% roztoku malachitovej zelene (0,3 gramu malachitovej zelene rozpustit’ v 10

mililitroch destilovanej vody).



Nastrihané celofanové pruzky (rozmer 4x2 cm) namac¢ame minimalne 24 hodin vo farbiacom

roztoku. Roztok je stabilny 1 rok.

B. Popis jednotlivvch krokov postupu metody

1. Na podlozné skli¢ko rovnomerne nanesieme drevenou ty¢inkou asi 0,5 gramu vySetrovane;j
vzorky stolice

2. Nater stolice prekryjeme prizkom celofanu namoc¢enym vo farbiacom roztoku

3. Gumenou zatkou rovnomerne roztlacime nater stolice pod celofanom

4. Mikroskopicky hodnotime cely preparat pri 100 — 200 nasobnom zvéc¢Seni, podozrivé
utvary verifikujeme pri 400- nasobnom zviacseni

5. preparat po vySetreni odlozime do naddoby s dezinfekénym roztokom

Hodnotenie: Podl'a charakteristického tvaru, velkosti a farby mozno rozpoznat' jednotlivé

druhy vaji¢ok helmintov.

3. Perianalny zlep

Odber materialu na diagnostiku mrle detskej (Enterobius vermicularis) je zalozeny na
zivotnom cykle parazita. Samicky mrle kladu vajicka na kozné zdhyby v okoli anélneho
otvoru, odkial’ sa odobera material na mikroskopické vysetrenie.

Na dokaz vajicok Enterobius vermicularis sa najlepsie osved¢ila metdéda podl'a Grahama a
Brumpta s pouZitim priehl'adnej lepiacej pasky. Odber vykondvame rano hned’ po zobudeni
(pred rannou toaletou). Perianalnu oblast neumyvame ani predchadzajuci vecer, ani pred
odberom, niekolkokrat na fiu pritlacime pasku (lepiacou stranou na koZzu — na periandlne
riasy), ktoru potom nalepime na podlozné sklicko. Vzhl'adom k nepravidelnému vylucovaniu
vaji¢ok parazitujicimi sami¢kami je na vySetrenie potrebné odobrat’ minimalne 3 vzorky s
odstupom vZdy asponl 1 deni. Riadne oznacenu lepiacu pasku prilepent na podloznom skli¢ku
odosleme do laboratoria.

Dal$ou moznostou na diagnostiku vaji¢ok mrle je Schiiffnerova metdda, pri ktorej sklenenou
ty¢inkou vytierame periandlne riasy, materidl z tyCinky splachneme do kvapky vody na
podloznom sklicku a nechdme zaschnut. Nater sa potom prejasni parafinovym olejom a
prezera pod mikroskopom.

Stolica nie je vhodnou vzorkou pre dbokaz enterobidzy, nakolko vajicka mrli sa v nej

nachadzaju zriedka, byvaji rozptylené.
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