1. Odběr materiálu pro bakteriologické vyšetření

Správný odběr, použití správných odběrových pomůcek, zabalení vzorků, správné a úplné vyplnění průvodních dokumentů (objednávek, žádanek o vyšetření), přeprava do laboratoře a rychlost zpracování můžou mít zcela zásadní vliv na úspěšnost izolace toho kterého mikrobiálního původce onemocnění. Proto je třeba, aby odběry prováděly pouze patřičně vzdělané a školené osoby. K odběru je třeba vybavit se vhodnými a především sterilními nástroji a při odběru dodržovat pravidla asepse. Kromě toho je třeba, aby se i odebírající sám chránil vhodnými ochrannými pomůckami, jako jsou rukavice, pláště, vhodná obuv, případně rouška. Zcela specifické vybavení vyžaduje odběr materiálu pro průkaz nebezpečných nákaz, jakými jsou například mor, sněť slezinná (anthrax), brucelóza, kde je třeba použít speciální ochranné kombinézy, případně omyvatelné a dezinfikovatelné obleky, pokrývky hlavy, ochranné brýle, štíty, respirátory. Po ukončení odběrů je nezbytné zajistit odebírajícím osobám možnost dekontaminace a osobní hygieny a také likvidace použitých jednorázových ochranných prostředků.

1.1. Jaké vzorky můžeme odebírat  
Veterinární a humánní medicína mají podobnou filosofii odběru vzorků k mikrobiologickému vyšetření, přičemž veterinární medicína má určitá specifika a podstatně širší spektrum postupů a vzorkovaných materiálů díky širokému spektru živočišných druhů a s nimi i bakteriálních původců s přihlédnutí k rozdílným způsobům léčby. Oba obory akcentují klinické vzorky, jako jsou výtěry z dutin, sliznic, stěry z povrchu těla, patologických lézí a ran, tělesných tekutin, tkání a také materiálů, které mohou být zdrojem nákazy, jako je potrava, krmivo, odpady, podestýlka, suroviny zemědělského původu, stěry z prostředí a zařízení, pitná, napájecí, užitková a odpadní voda, půda a možné je odebírat dokonce vzorky vzduchu o přesném objemu díky přístrojům nazývaným air-samplery. V indikovaných případech je možné k vyšetření odebírat a vyšetřovat i možné přenašeče nákaz, jako jsou blechy, vši, klíšťata, komáři, brouci, ale také savci (zejména hlodavci), ptáci a další. Veterinární medicína má navíc jedno velké specifikum a tím je léčba celých skupin zvířat, zvířecích kolektivů (hejn, stád atd.) na základě takzvaných reprezentativních vzorků z těchto kolektivů. Na rozdíl od humánní medicíny využívá i patologického materiálu, tedy uhynulých a utracených zvířat. Humánní medicína naopak kultivace patologického materiálu využívá k mikrobiologickému vyšetření spíše sporadicky. Představme si, že v chovu prasat probíhá u většího množství zvířat onemocnění dýchacího aparátu provázené kašlem, vysokými teplotami a zvýšeným úhynem. Privátní veterinární lékař pak odešle do spádové laboratoře několik uhynulých nebo utracených zvířat nebo sterilně odebraných orgánů. Odběry patologického materiálu provádí i veterinární lékař na jatkách v případě podezření na nákazu. V laboratoři je provedena pitva, která upřesní, jaké orgány a orgánové systémy jsou postiženy, prosektor odebere ze zvířat nebo orgánů materiál ke kultivaci případně k dalším vyšetřením (mykologie, parazitologie, sérologie, toxikologie). Po ukončení všech analýz patolog shrne výsledky vyšetření, jednotlivé nálezy konzultuje s příslušnými specialisty, kteří na vyšetřeních participovali a podle nálezů, počtu postižených zvířat, anamnestických údajů stanoví diagnózu. Výsledek vyšetření obdrží i klinický veterinární lékař, který podle nálezů a citlivostí k antimikrobním látkám zahájí účinnou léčbu a preventivní opatření.  Přítomnost nebezpečných patogenů nebo takzvaných zoonotických agens jsou laboratoř, chovatel, klinický veterinární lékař nebo další osoba, pokud pojme podezření na nákazu povinni ze zákona oznámit orgánům státní veterinární správy (oznamovací povinnost). Tuto oznamovací povinnost stanovuje Zákon o veterinární péči a o změně některých souvisejících zákonů (veterinární zákon) č. 166/1999 Sb. ve znění pozdějších předpisů. V případě humánní medicíny tuto povinnost ukládá Zákon o ochraně veřejného zdraví a o změně některých souvisejících zákonů 258/2000 Sb. ve znění pozdějších předpisů. Sám pacient by měl oznamovací povinnost splnit skrze odborného lékaře, který zajistí klinické vyšetření, odběr vzorků k laboratornímu vyšetření, léčbu, nebo její zprostředkování ve specializovaném zdravotnickém zařízení.

Vraťme se nyní k jednotlivým typům vzorků. 

1.1.1. Sputum (chrchel) 

Je to materiál, který obsahuje fyziologické výměšky sliznice dýchacích cest, ve kterých můžou být přimíseny imunitní buňky, krev, hnis, odloupané epitelie, odumřelá tkáň a mikroorganismy. Lze ho získat od pacienta přirozenou cestou, tedy vykašláním do sterilní nádobky s širším hrdlem a sterilním uzávěrem. Alternativou je výplach dýchacích cest fyziologickým roztokem, což je takzvaná bronchiolaveolární laváž. Ta je velmi často využívána ve veterinární medicíně při diagnostice infekčních onemocnění zejména koní, psů a koček. Přirozeně vykašlaný obsah dýchacího aparátu má tu nevýhodu, že bývá často kontaminován slinami a ústní mikroflórou.

1.1.2. Výtěry z krku a dutiny ústní 
Ty se provádějí s pomocí vatových tamponů a vkládají se do transportní půdy (systém Transbak). Stírá se povrch mandlí, patrových oblouků, dásní, případně viditelných patologických změn na sliznici nebo hnisu. Tento materiál je velmi frekventovaný jak v humánní, tak ve veterinární medicíně.

1.1.3. Výtěry z nosu 
Je specifikem spíše veterinární medicíny. Nejčastěji se stírá sliznice 2-5 cm za nosními otvory. Často se provádí u malých zvířat, hlodavců, masožravců a také u velkých zvířat, jako jsou prasata (sípavka), koně (hříběcí nákaza, mykoplazmóza) nebo skot (pasteurelové infekce, mykoplazmózy). U prasat se používají k odběrům tampóny na tenkém drátku, které neumožní zalomení tampónu v nosní dutině zvířete. Stěry se vkládají opět do transportního média.

1.1.4. Hnis, punktáty, likvor
Odebírají se sterilně s pomocí tamponu, který po expozici vložíme do přepravní půdy nebo s pomocí stříkačky, pokud je tekutina dostatečně řídká. Ze stříkačky se materiál přemístí do sterilní zkumavky se zátkou. Někteří kolegové posílají tekutiny přímo ve zkumavce a jehlu ohnou, což při manipulaci může vést k poranění laboratorních pracovníků a následnému onemocnění.

1.1.5. Krev na hemokulturu
V humánní medicíně bývá tento materiál poměrně frekventovaný na rozdíl od medicíny veterinární, kde je vzácností. V prostředí stáje bývá někdy problematické odebrat krev absolutně sterilně a kromě toho přítomnost mikroorganismů v krvi zvířat při septikémiích bývá dle našich zkušeností časově omezenější snad díky výkonnějšímu imunitnímu systému zvířat. Krev se odebírá do stříkaček, speciálních odběrovek „Hemos“ nebo přímo do hemokultivačních nádobek v případě humánních pacientů.

1.1.6. Stěry z rohovky a spojivky
Tento materiál je frekventovanější asi ve veterinární medicíně a to jak u velkých, tak u malých zvířat (savců, ptáků a plazů). Ve veterinární medicíně jsou tyto stěry hojně využívány u skotu k diagnostice IKKS (infekční keratokonjunktivitida skotu), jejímž původcem je Moraxella bovis, u koní, masožravců a ptáků kde lze metodou PCR detekovat i mykoplazmata, chlamydie, stafylokokové a streptokokové infekce. K odběru se opět používají vatové tampóny a transportní médium.

1.1.7. Stěry z kůže a uší
Jsou jedním z nejčastějších materiálů ve veterinární sféře, časté jsou i v humánní medicíně. Nejčastěji bývají vyšetření zaměřena na streptokoky, stafylokoky, pseudomonády a kvasinky.
K odběru se opět používají vatové tampóny a transportní médium (systém Transbak).

1.1.8. Poševní, cervikální stěry a stěry a výplašky z předkožky
Tyto materiály jsou hojně odebírány jak v humánní, tak i veterinární sfěře od všech druhů zvířat. Ve veterinární medicíně se využívá tohoto materiálu například k diagnostice infekční metritidy koní (Taylorella equigenitalis) nebo kampylobakteriózy skotu (Campylobacter fetus ssp. veneralis). K vyšetření lze dodat stěry na tampónech systému Transbak, nebo ve formě výplašků. 

1.1.9. Moč
Je to opět velmi frekventovaný materiál v humánní i veterinární sféře. Odebírá se takzvanou spontánní mikcí, s pomocí katetru, nebo cystocentézou (odběr z močového měchýře přes stěnu břišní). Transport moči se provádí ve sterilní nádobce, zkumavce nebo v soupravě Uricult, která obsahuje destičku se 2 seklektivně diagnostickými půdami. Po smočení destičky s půdami se přebytečná moč slije a Uricult se inkubuje při 37°C po dobu 18-48 hodin.

1.1.10. Lidská stolice, zvířecí trus

 Tento materiál je opět vysoce frekventovaný jak v humánní, tak veterinární medicíně a slouží k diagnostice infekcí trávicího traktu, zejména salmonelóz, jersinióz, kampylobakterióz, úplavice, cholery a infekcí způsobených patogenní E. coli. Nejjednodušší je odběr s pomocí tampónu a přepravní půdy systému Transbak. Ve veterinární sféře se častěji používá odběr trusu do sterilních sáčků a nádobek. Kuriózní je odběr vzorků trusu drůbeže s pomocí zvlhčených nášlapových návleků z gázy (manžet), které se navléknou na holínky a odebírající se projde několika předem stanovenými směry v podestýlce. Exponované manžety se vloží do přepravních sáčků a dopraví se do laboratoře. Metoda se používá u drůbeže k záchytu salmonel. Mezi jednotlivými odběry je nutné perfektně očistit a vydesinfikovat použitou obuv.

Jak již bylo řečeno, spektrum materiálů využívaných veterinární medicínou je podstatně širší, než v humánní medicíně. 
1.1.11. Z dalších materiálů lze jmenovat prach z prostředí drůbežáren, ve kterém je možno detekovat salmonely, dále čerstvá a inkubovaná vejce, sperma, jikry, mléko krav s příznaky mastitid (zánětů vemene), med, vosk, včelí měl, včelí plod, pyl, mateří kaši, uhynulá zvířata, zmetky, vodu, krmiva, suroviny živočišného původu, stěry z prostředí výroby a zpracování živočišných produktů a mnoho dalších.

1.2. Jak vzorky správně zabalit 
Především je třeba vzorkovnice důkladně popsat, očíslovat, označit jménem chovatele a typem materiálu. Seznam vzorků a jejich počet je třeba vepsat do žádanky (objednávky) o laboratorní vyšetření. Musí být zajištěna identita vzorků! Vzorkovnice se vkládají do primárního nepropustného obalu, žádanku je třeba zabalit zvlášť a vložit do krabičky vyplněné savým materiálem (sekundárního obalu). U nebezpečných nákaz je dobré obalit materiál ještě jedním (terciárním) obalem, na který je třeba napsat adresu laboratoře. V dnešní době existují i mezinárodně certifikované plastové přepravní nádoby se šroubovacím uzávěrem pro přepravu infekčního materiálu. Menší kadávery (mrtvoly) zvířat se přepravují obvykle v plastových obalech. Velká zvířata mohou být převážena nezabalená v kafilerních vozech.

1.3. Správné vyplnění žádanky respektive objednávky laboratorního vyšetření
Žádanka o laboratorní vyšetření je důležitý právní písemný dokument a měla by být koncipována jako objednávka se všemi náležitostmi. Tento dokument obsahuje závažné komunikační, medicínské a fakturační údaje, bez nichž vyšetření nemůže být provedeno. Je třeba pamatovat na to, že může být zdrojem informací pro statistické zpracování, pro potřeby kontrolních orgánů, policie a orgánů činných ve správním nebo trestním řízení. Je proto nezbytné provést vyplnění čitelně a srozumitelně a to ručně, strojově nebo na počítači. Ruční vyplnění je dobré provést propisovací tužkou modré barvy, čitelně psacím nebo hůlkovým písmem. Není možné používat inkoustová pera, obyčejné a inkoustové tužky, pastelky ani fixy. Text není možné vepisovat do tištěného textu ani do razítek. Kopie doručených žádanek se v souladu se spisovým řádem uchovávají spolu s pracovními protokoly 10 let. Humánní i veterinární žádanky obsahují údaje o pacientovi, majiteli zvířete (zadavateli – plátci), údaje o osobě, která vzorky odebrala, popis vzorků, údaje o požadovaném vyšetření a jeho specifikaci, anamnestické údaje, údaje o plátci vyšetření, rozdělovník (komu výsledky poslat) a konečně potvrzení a podpis plátce a osoby, která vzorek odebrala. Údaje o pacientovi, majiteli zvířete, plátci a osobě, která provedla odběr, zahrnují titul, jméno příjmení, přesnou adresu včetně PSČ, u firem také sídlo, IČO, DIČ, a fakturační údaje, registrační číslo chovatele, telefon a pro rychlé doručení výsledků je dobré uvést i e-mailovou adresu. V humánních žádankách je třeba uvést i číslo pojištěnce a kód zdravotní pojišťovny. Údaje o požadovaném vyšetření jsou naprosto nezbytné, je třeba je přesně specifikovat a to i skupinu mikroorganismů, metodu vyšetření, stanovení citlivosti a další. Dalším důležitým údajem je anamnéza, což jsou údaje o předchorobí, jako jsou tělesná teplota, puls, klinické příznaky, kolik zvířat onemocnělo, druh zvířat, kategorie, jejich identifikační údaje, v humánních žádankách se uvádí pohlaví a věk pacienta. Následně je třeba uvést počet vzorků, lokalizaci odběru, rozlišení vzorků, datum odběru. U veterinárních žádanek je třeba uvést, kdo a jakým způsobem vyšetření uhradí (hotově, složenkou, fakturou atd.) a také komu výsledky poslat a komu ne (rozdělovník). Na konci žádanky by mělo být uvedeno také datum, čitelný podpis a razítko chovatele a lékaře (podpis vždy mimo text razítka!) a měla by zde být i klauzule: Chovatel vyšetření objednává a zavazuje se ho včas a v plné výši uhradit a také souhlas pacienta (chovatele) s využitím výsledků laboratorních vyšetření k anonymnímu statistickému zpracování v medicínském informačním systému nebo systému Státní veterinární správy ČR. Formuláře jsou k dispozici i v elektronické podobě na stránkách Státní veterinární správy ČR, Státního veterinárního ústavu Olomouc, případně dalších ústavů a laboratoří (např.: www.svscr.cz, www.svuol.cz atd.) 
1.1.4. Přeprava vzorků do laboratoře
Přeprava vzorků se provádí buď osobně, poslem, svozem, výjezdní skupinou laboratoře, kurýrem nebo poštou. V průběhu přepravy je třeba pamatovat na to, že vzorky musí být transportovány do laboratoře co nejrychleji a ve vhodných podmínkách, buď při tělesné, pokojové, nebo chladničkové teplotě. Mražení vzorků se nedoporučuje, protože při ní dochází k poklesu počtu živých bakterií o 1 až 2 řády a u materiálu pro vyšetření metodou PCR dochází i k fragmentaci, tedy poškození a znehodnocení DNA. Při podezření na citlivé druhy mikroorganismů, jako jsou moraxely, neisserie, hemofily a nesporulující anaeroby by měly být vzorky doručeny do laboratoře a zpracovány nejlépe do 2 hodin po odběru. Ostatní mikroorganismy v transportním médiu vydrží 24 až 48 hodin. Z vlastní zkušenosti mohu říci, že například zástupci čeledi Enterobacteriaceae mohou přežít v těchto médiích až několik týdnů, vysporulované mikroorganismy i několik let. 

