
ΕΡΓΑΣΗΡΙΑΚΗ ΑΚΗΗ: ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΔΕΙΓΜΑΣΩΝ ΑΝΑΠΝΕΤΣΙΚΟΤ 

1 
 

Σεχνολογικό Εκπαιδευτικό Κδρυμα (Σ.Ε.Ι.) Ακινασ 

χολι Επαγγελμάτων Τγείασ και Πρόνοιασ 

Σμιμα Ιατρικϊν Εργαςτθρίων 

Σομζασ Μικροβιολογίασ 

 

                         Εργαςτιριο Κλινικισ Μικροβιολογίασ  

Τπεφκυνοι μακιματοσ:  Αγγελικι τάκθ, B.sc., Ph.D.,  Ελζνθ Kρανιωτάκθ, M.sc., Ph.D. 
 

Ημερομθνία  26/11/2012 

Σίτλοσ εργαςτθριακισ άςκθςθσ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΔΕΙΓΜΑΣΩΝ ΑΝΑΠΝΕΤΣΙΚΟΤ 

 

κοπόσ 
Η αναγνϊριςθ από το άμεςο παραςκεφαςμα (όταν αυτό είναι δυνατό), θ απομόνωςθ και θ  ταυτοποίθςθ 

πακογόνων μικροοργανιςμϊν που ζχουν απομονωκεί ςε δείγματααπό το αναπνευςτικό ςφςτθμαμε διάφορεσ 
μεκόδουσ, κακϊσ και ο ζλεγχοσ ευαιςκθςίασ των πακογόνων ςτα αντιβιοτικά. 
 

1. ΑΝΩΣΕΡΟ ΑΝΑΠΝΕΤΣΙΚΟ 
 

 

 

 

 

1.1 Είδοσ Δείγματοσ - Λιψθ-Μεταφορά 
Σο είδοσ του δείγματοσ και θ λιψθ εξαρτάται από τα ςυμπτϊματα, τθν εςτία και το είδοσ τθσ λοίμωξθσ:  

o κατάλλθλοσ χρόνοσ λιψθσ: 1-3 μζρεσ από τθν ζναρξθ των ςυμπτωμάτων και όχι παραπάνω από 7μζρεσ 
(εξαίρεςθ: θ Bortedella pertussis απομονϊνεται ζωσ και 4 εβδομάδεσ μετά τθν ζναρξθ των ςυμπτωμάτων του 
κοκκφτθ) 
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o λιψθ πριν από τθ χοριγθςθ αντιβιοτικϊν 
o όχι βαμβακοφόροσ ςτυλεόσ για Bortedella spp (αλγινικοφ αςβεςτίου ι Dacron) και όχι ςτυλεόσ αλγινικοφ 

αςβεςτίου για δείγματα που κα ςταλοφν για PCR (περιζχει αναςταλτικοφσ παράγοντεσ κυρίωσ αν ςτθν 
εξαγωγι DNA χρθςιμοποιείται πρωτεϊνάςθ Κ) 
 

                                  ΚΤΡΙΟΣΕΡΕ ΛΟΙΜΩΞΕΙ ΑΝΩΣΕΡΟΤ ΑΠΝΕΤΣΙΚΟΤ 

ΚΛΙΝΙΚΟ ΤΝΔΡΟΜΟ ΗΜΑΝΣΙΚΟΣΕΡΑ 

ΠΑΘΟΓΟΝΑ 

ΔΕΙΓΜΑΣΑ ΠΟΤ ΤΛΛΕΓΟΝΣΑΙ 

ΦΑΡΤΓΓΙΣΙΔΑ Streptococcus pyogenes, 

Streptococci Group C, G  

Neisseria gonorrhoeae,  

Φαρυγγικό επίχριςμα  

ΔΙΦΘΕΡΙΣΙΔΑ Corynobacterium diphtheriae Φαρυγγικό επίχριςμα 

ΕΠΙΓΛΩΣΣΙΣΙΔΑ Ηaemophilus influenzae Επίχριςμα από τθν επιγλωττίδα, 

αιμοκαλλιζργεια 

ΚΟΚΚΤΣΗ Bortedella  pertussis, 

Bortedella parapertussis 

Ρινοφαρυγγικό επίχριςμα, Ρινοφαρυγγικό 

ζκπλυμα 

ΦΟΡΕΙΑ 

ΣΑΦΤΛΟΚΟΚΚΟΤ 

Staphylococcus aureus Methicillin 

Resistant (MRSA) 

Ρινικό  επίχριςμα 

 

Λιψθ δειγμάτων κατά κλινικό ςφνδρομο 

Α) Φαρυγγίτιδα- Φαρυγγικό επίχριςμα 

o Πιζηουμε τθ γλϊςςα ελαφρά με γλωςςοπίεςτρο 

o Λαμβάνεται επίχριςμα  με βαμβακοφόρο ι πολυεςτερικό ςτυλεό,με περιςτροφικζσ κινιςεισ, πρϊτα ςτθν μία 

αμυγδαλι, μετά  ςτθ μαλακι υπερϊα, ζπειτα ςτθν άλλθ αμυγδαλι και τελικά ςτον οπίςκιο φάρυγγα  

o Αν υπάρχουν φλεγμονϊδεισ εςτίεσ λαμβάνουμε επίχριςμα και από αυτζσ 

o ε περίπτωςθ φαρυγγίτιδασ από Corynobacterium diphtheriae (διφκερίτιδα), αν υπάρχουν εςχάρεσ που 

μποροφν να μετακινθκοφν, το επίχριςμα λαμβάνεται κάτω από τισ εςχάρεσ 

o Αποφεφγουμε τθν επαφι με τθ γλϊςςα, τα οφλα και τα δόντια για τθν αποφυγι επιμόλυνςθσ του δείγματοσ 
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Β) Κοκκφτησ 

1. Ρινοφαρυγγικό επίχριςμα 

o Ειςάγεται εφκαμπτοσ ςτυλεόσ (αλγινικοφ αςβεςτίου ι Dacron) ςτον οπίςκιο ρινοφάρυγγα μζςω του ρϊκωνοσ  

o Σο επίχριςμα λαμβάνεται με περιςτροφικζσ κινιςεισ του ςτυλεοφ για 5 (δευτερόλεπτα) 

o H διαδικαςία επαναλαμβάνεται και για τον άλλο ρϊκωνα  

 

2. Ρινοφαρυγγικό ζκπλυμα 
o Ειςάγουμε ςτθ μφτθ πλαςτικό κακετιρα προςαρμοςμζνο ςε ςφριγγα 

o Γεμίηουμε τθ ςφριγγα με ςτείρο φυςιολογικό ορό 

o Εξθγοφμε ςτον αςκενι ότι δεν πρζπει να καταπιεί κατά τθ διάρκεια τθσ λιψθσ 

o Γίνεται ζγχυςθ 5mL φυςιολογικοφ οροφ με το κεφάλι του αςκενι ςε υπερζκταςθ 

o Αναρροφοφμε το υγρό και από τουσ δφο ρϊκωνεσ  

o Σοποκετοφμε το υγρό ςε ςτείρο δοχείο 

 
 

Γ) Επιγλωττίτιδα  

1. Επίχριςμα με βαμβακοφόρο ςτυλεό από τθν περιοχι τθσ επιγλωττίδασ 
Πραγματοποιείται μόνο εάν οι αεροφόρεσ οδοί είναι ανοικτζσ. Προςοχι κίνδυνοσ απόφραξθσ τθσ τραχείασ κατά 
τθ λιψθ!!! 
2. Αιμοκαλλιζργεια 
Σο πλζον αξιόπιςτο δείγμα ςε περίπτωςθ επιγλωττίτιδασ 

 

Δ) Έλεγχος φορείας MRSA 

Ρινικό επίχριςμα (δείγμα χαμθλισ διαγνωςτικισ αξίασ) 

o Εφφγρανςθ βαμβακοφόρου ςτυλεοφ με ςτείρο φυςιολογικό ορό 

o Ειςαγωγι ςτυλεό ςτο ρϊκωνα 1-2 cm, παράλλθλα με τθν υπερϊα 

o Λιψθ επιχρίςματοσ με περιςτροφι του ςτυλεοφ 
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1.2 Μεταφορά -χειριςμόσ δειγμάτων 

 

o Οι ςτυλεοί μεταφζρονται ςε υλικό μεταφοράσ Αmies ι Stuart (ζωσ 3 μζρεσ ςτουσ 4-22°C) 

o Σα δείγματα ςτα οποία αναηθτοφμε Bordetella spp είναι καλό να ενοφκαλμίηονται άμεςα ςε εκλεκτικά υλικά 

(αυξάνεται θ ευαιςκθςία τθσ καλλιζργειασ). Διαφορετικά οι ςτυλεοί τοποκετοφνται ςε υλικό Αmies με 

άνκρακα, αν το δείγμα πρόκειται να ενοφκαλμιςτεί ςε <24h  ι ςε υλικό  

o Regan-Lowe για >24h κακυςτζρθςθ. το ρινοφαρυγγικό ζκπλυμα για Bordetella spp προςκζτουμε διάλυμα 

0.5-1% casein hydrolysate ωσ υλικό ςυντιρθςθσ-μεταφοράσ 

o Σο ιδανικό είναι θ μεταφορά να μθν υπερβαίνει τισ 2ϊρεσ για όλα τα δείγματα 

 

1.3  Εξοπλιςμόσ 

o Κλίβανοσ για αερόβια επϊαςθ 35
ο
C 

o Κλίβανοσ για επϊαςθ 35
ο
C με 5% CO2 

o Vortex 
o Λυχνία Bunsen 
o Κρίκοι και κρικοφόροι ςτυλεοί 

 
 

1.4 Θρεπτικά υλικά   

Αιματοφχο άγαρ (Ht) 

οκολατόχρωμο άγαρ (Choc) 

Chapman 

Loeffler ι Ηoyle ι Tinsdale 

Columbia 5% 

Βordet-Gengou agar ιRegan-Lowe charcoal  

Fildes για αιμόφιλο 

Modified Thayer Martin (MTM) 

 
 

1.5 Προετοιμαςία-Εμβολιαςμόσ  

 Αρικμοφμε τα δείγματα και τα παραπεμπτικά με βάςθ τα Βιβλία του εργαςτθρίου 

 ε όλα τα δείγματα ετοιμάηουμε άμεςα παραςκευάςματα για χρϊςθ και μικροςκόπθςθ 

 τα Βιβλία ςθμειϊνουμε οτιδιποτε άλλο γράφει το παραπεμπτικό. Π.χ. θλικία, ιςτορικό, ςυμπτϊματα, λιψθ 
αντιμικροβιακϊν (κεραπεία ι χθμειοπροφφλαξθ). 

Ο εμβολιαςμόσ του δείγματοσ γίνεται ςε: 
o Ζνααιματοφχοάγαρ για αερόβια επϊαςθ (αναπτφςςονται όλα τα μικρόβια, ιδίωσ οι κόκκοι) 
o οκολατόχρωμο άγαρ για τθν απομόνωςθ Neissseria gonorrhoeae,  Haemophilus ifluenzae(5% CO2) 
o Chapman για τθ διάκριςθ Staphylococcus aureus 
o Κατά περίπτωςθ χρθςιμοποιοφνται Fildes για Haemophilus ifluenzae, Modified Thayer Martin για 

Neissseria gonorrhoeae (5% CO2) 
o Βordet-Gengou agar ι Regan-Lowe charcoal agar  όταν αναηθτοφμε Bordetella spp(O2 ) 
o Loeffler ι Ηoyle ι Tinsdale & Columbia 5% όταν αναηθτοφμε Corynobacterium diphtheriae(O2 ) 
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ΦΑΡΤΓΓΙΣΙΔΑ ΑΠΟ Streptococcus pyogenes (Group A Streptococcus) 

Απαραίτθτθ διαφοροδιάγνωςθ από ιογενι φαρυγγίτιδα 
Επιπλοκζσ: άμεςεσ → περιαμυγδαλικό απόςτθμα, οξεία μζςθ ωτίτιδα, ιγμορίτιδα 
                     ζμμεςεσ → ρευματικόσ πυρετόσ, οηϊδεσ ερφκθμα, οξεία ςπειραματονεφρίτιδα 

StreptTest (ανίχνευςθ αντιγόνου ςτρεπτοκόκκου ςε φαρυγγικό επίχριςμα με ανοςοχρωματογραφία) 
→ απάντθςθ ςε 10-15 min. Ευαιςκθςία 70-90%, ειδικότθτα 99% 

Επί αρνθτικοφ StreptTest: καλλιζργεια 

Streptococcus pyogenes: μικρζσ , λευκωπζσ αποικίεσ με διαυγι ηϊνθ αιμόλυςθσ (β-αιμόλυςθ) ςτο 
αιματοφχο άγαρ 

 Gram: κόκκοι Gram (+) ςε αλυςίδεσ  

 καταλάςθ (-) 

 ευαιςκθςία  ςτθν βακιτρακίνθ (0.04IU) /αντοχι ςτο SXT 

 δοκιμαςία PYR (υδρόλυςθ L-πυρρολιδονυλο-β-ναφκυλαμίνθσ) 

 ορολογικι τυποποίθςθ κατά Lancfield (με ειδικοφσ αντιοροφσ τυποποιείται ωσ β-
αιμολυτικόσ ςτρεπτόκοκκοσ τθσ ομάδασ Α) 
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ΦΑΡΤΓΓΙΣΙΔΑ ΑΠΟ Corynobacterium diphtheriae (Διφκερίτιδα) 

Οξεία, μεταδιδόμενθ νόςοσ του ανϊτερου αναπνευςτικοφ, με παραγωγι τοξινϊν 
Τψθλό ποςοςτό κνθτότθτασ ~10% 
χθματιςμόσ ψευδομεμβρανϊν ςτο φάρυγγα 

Corynobacterium diphtheriae:καλλιζργεια ςε κοινά και εκλεκτικά υλικά (24-48 ϊρεσ αεροβίωσ, 35°C) 
Columbia agar 5% : αργι ανάπτυξθ, αιμολυτικζσ αποικίεσ 
Loeffler agar slant: ορόσ βοόσ + 25% ςακχαροφχοσ ηωμόσ 
Hoyle: αιματοφχο άγαρ με τελλουριοφχο κάλιο (μαφρεσ αποικίεσ) 
Tinsdale:L-κυςτίνθ→ διάςπαςθ με κυςτινάςθ → παραγωγι Η2S (φαιοκάςτανεσ αποικίεσ με 
τεφρόχρωμθ καςτανι άλω) 

 
 

 

 Gram: Gram (+)κορυνόμορφα βακτιρια 

 καταλάςθ (+) 

 ζλεγχοσ για παραγωγι τοξίνθσ : κλαςςικι/ τροποποιθμζνθ δοκιμαςία Elek 

 ανίχνευςθ γονιδίων τοξίνθσ με PCR 
 

 

  

Tinsdaleagar 

Hoyle agar 
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ΦΑΡΤΓΓΙΣΙΔΑ ΑΠΟ Bortedella pertussis/paraperussis    (Κοκκφτθσ ) 

Οξεία  νόςοσ του ανϊτερου αναπνευςτικοφ, με υψθλι μεταδοτικότθτα και μικρι εποχιακι ποικιλία 
Πιο ςυχνι ςε βρζφθ και μικρά παιδιά 
 Ο εμβολιαςμόσ (DTP) προφυλάςςει 
Καταρροϊκό ςτάδιο: μολυςματικό και παροξυςμικό (βιχασ) 
Επιπλοκζσ: πνευμονία  

Bortedella pertussis: καταλάςθ (+), οξειδάςθ (-), κοντό, ακίνθτο, κοκκοβακτθρίδιο 
Άμεςθ μικροςκοπικι 

 Gram (-) κοκκοβακτθρίδιο 
 βάφεται και με κυανοφν του μεκυλενίου: διπολικι χρϊςθ 

Kαλλιζργεια: ςε εκλεκτικά υλικά (5-7μζρεσ, αεροβίωσ, 35°C, ςε υγραςία) 
 Bordet-Gengou agar 
 Regan-Lowe charcoal agar (γκρι, μικρζσ μαλακζσ, κυρτζσ, ςτίλβουςεσ αποικίεσ) 
  θ Bortedella parapertussis αναπτφςςεται και ςτο αιματοφχο (μαλακζσ κολζσ και ςυνικωσ 

αιμολυτικζσ αποικίεσ) 
 

 

 

 άμεςοσ ανοςοφκοριςμόσ: ανίχνευςθ αντιγόνου (χαμθλι ευαιςκθςία: 60%) 
 ανίχνευςθ αντιςωμάτων ςτο ορό του αςκενοφσμε ELISA(επιδθμιολογικόσ ζλεγχοσ, ζλεγχοσ 

ανοςίασ) 
 μοριακζσ τεχνικζσ : PCR (ευαιςκθςία: 90%) 

 
E 
 

  

Regan-Lowecharcoalagar Bordet-Gengouagar 
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ΕΠΙΓΛΩΣΣΙΣΙΔΑ  ΑΠΟ  Haemophilus influenzae τφπου b 

Οξεία  νόςοσ του ανϊτερου αναπνευςτικοφ, πιο ςυχνι ςτθν προςχολικι θλικία 
Κίνδυνοσ  πλιρουσ απόφραξθσ των αεροφόρων οδϊν (κανατθφόροσ επιπλοκι) 

Άμεςθ μικροςκοπικι κατά Gram 
πολφμορφο Gram (-) βακτθρίδιο και πολλά πυοςφαίρια 
Καλλιζργεια 

 ςοκολατόχρωμο, Fildes ςτουσ 37°C αερόβια ι 5% CO2. 
 μικρζσ, διάφανεσ, ςτρογγυλζσ αποικίεσ 

Σεςτ ταυτοποιιςθσ 
 εξάρτθςθ από τουσ παράγοντεσ X και V 
 αντοχι ςτθ βακιτρακίνθ(10U) 
 καταλάςθ (+), οξειδάςθ(+) 
 φαινόμενο δορυφοριςμοφ 
 ορολογικι τυποποιιςθ 

 
E 

1.6 Αξιολόγθςθ Αποτελεςμάτων 

 

o Σα δείγματα του ανϊτερου αναπνευςτικοφ είναι επιμολυςμζνα με τθν τοπικι μικροβιακι χλωρίδα 

 

o Επιπλζον, μικροοργανιςμοί που είναι παρόντεσ ςε φυςιολογικοφσ, αςυμπτωματικοφσ φορείσ, είναι παρόντεσ 

και ςε πάςχοντεσ 

 

o Επομζνωσ, τα δείγματα δεν παρζχουν πάντα ακριβείσ, κλινικά χριςιμεσ πλθροφορίεσ για τθ διάγνωςθ των 

λοιμϊξεων 

 

o ε περιπτϊςεισ όμωσ με κετικι ςυμπτωματολογία, θ απομόνωςθ ειδικϊν πακογόνων (Corynobacterium 

diphtheriae, Bortedella pertussis, Ηaemophilus influenzae) παραπζμπει ςε λοίμωξθ του ανϊτερου 

αναπνευςτικοφ 
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2. ΚΑΣΩΣΕΡΟ ΑΝΑΠΝΕΤΣΙΚΟ 

 
 

 

ΚΤΡΙΟΣΕΡΕ ΛΟΙΜΩΞΕΙ ΚΑΣΩΣΕΡΟΤ ΑΝΑΠΝΕΤΣΙΚΟΥ: ΠΝΕΤΜΟΝΙΕ 

Διάκριςθ πνευμονιϊν: 

Α) Πνευμονίεσ κοινότητασ- κυριότεροι αιτιολογικοί παράγοντεσ 

S. pneumoniae 

S. aureus (και MRSA)  

H. influenzae 

Kl. pneumoniae 

Pneumocystis jiroveci 

M. tuberculosis 

 

Β) Νοςοκομειακζσ πνευμονίεσ- κυριότεροι αιτιολογικοί παράγοντεσ 

S. aureus 

Εντεροβακτηριακά 
Ps. aeruginosa 

 

Γ) Άτυπεσ πνευμονίεσ -κυριότεροι αιτιολογικοί παράγοντεσ 

Chlamydia pneumoniae 

Chlamydia psittaci 

Legionella pneumophila 

Coxiella burnetti 

Mycolplasma pneumoniae 

 

Δ) Πνευμονίεσ από ειςρόφηςη -κυριότεροι αιτιολογικοί παράγοντεσ 

Αναερόβια 

S. aureus 

Streptococcus spp 

Εντεροβακτηριακά 
Ps. αeruginosa 
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2.1 Είδοσ Δείγματοσ - Λιψθ-Μεταφορά 
Σα δείγματα του κατϊτερου αναπνευςτικοφ διακρίνονται ςε: 

Α) Μθ επεμβατικά 

Πτφελα 

Οφρα (ανίχνευςθ αντιγόνων) 

Ορόσ αίματοσ (ανίχνευςθ αντιςωμάτων) 

Περιφερικό αίμα (αιμοκαλλιζργειεσ) 

Β) Επεμβατικά 

Βρογχοκυψελιδικόζκπλυμα (BAL) 

Δείγμα προςτατευμζνθσ ψικτρασ 

Βρογχικό ζκπλυμα (washing) 

Βρογχικά ξζςματα 

Πλευριτικό υγρό 

Διαβρογχικι βιοψία 

Διαβρογχικι αναρρόφθςθ με βελόνθ 

Σραχειακι αναρρόφθςθ 

Διακωρακικι βιοψία με βελόνθ 

Ανοιχτι βιοψία πνεφμονα 

 

ΠΣΤΕΛΑ 

Καταλλθλότερο δείγμα είναι το πρωινό πριν από το πρόγευμα 

Εάν υπάρχουν οδοντοςτοιχίεσ αφαιροφνται 

Ο άρρωςτοσ πλζνει καλά το ςτόμα του με φυςιολογικό ορό ι αποςτειρωμζνο νερό 

Ο άρρωςτοσ εκπαιδεφεται να δϊςει πτφελα με βακιά απόχρεμψθ 

Εάν χρειάηεται ηθτείται θ βοικεια φυςικοκεραπευτοφ 

Σα πτφελα ςυλλζγονται ςε αποςτειρωμζνο δοχείο (2-3 ml)  

Σο δοχείο ςθμαίνεται με το όνομα του αρρϊςτου και αποςτζλλεται ςτο εργαςτιριο (<2 h)  

Δεν αναηθτοφνται αναερόβια μικρόβια ςε καλλιζργεια πτυζλων 

Εάν υπάρχει υποψία λοίμωξθσ από μφκθτεσ, Nocardia spp και Mycobacterium spp ηθτείται ειδικι καλλιζργεια  
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ΠΡΟΚΛΗΣΑ ΠΣΤΕΛΑ (κυρίωσ για καλλιζργεια M.tubercolosis) 

Ο άρρωςτοσ πλζνει καλά το ςτόμα του με φυςιολογικό ορό ι αποςτειρωμζνο νερό 

Σο δείγμα ςυλλζγεται μετά από ειςπνοι διαλφματοσ NaCl 3% υπό μορφι αεροςόλθσ ςε νεφελοποιθτι για χρονικό 
διάςτθμα 20-30 min 

 
 
 

ΒΡΟΓΧΟΚΤΨΕΛΙΔΙΚΟ ΕΚΠΛΤΜΑ (BAL) 

τακεροποιείται το βρογχοςκόπιο  

Προςαρμόηεται το δοχείο ςυλλογισ 

Ξεπλζνονται οι κατϊτεροι αεροφόροι οδοί ςταδιακά και ανά 20 ml με φυςιολογικό ορό κερμοκραςίασ 37°C 

Ακολουκεί θ ςυλλογι του υγροφ ςτο δοχείο ςυλλογισ 

Η διαδικαςία επαναλαμβάνεται 3-5 φορζσ για κάκε ςθμείο επιλογισ 

Ο ςυνολικόσ όγκοσ είναι 100-250 m 

 

ΠΡΟΣΑΣΕΤΜΕΝΗ ΒΡΟΓΧΙΚΗ ΨΗΚΣΡΑ (PSB) 

Ειςαγωγι βοφρτςασ με βρογχοςκόπιο 

υλλογι εκκρίςεων από τα άπω βρογχιόλια 

Η βοφρτςα τοποκετείται ςε 1 ml αποςτειρωμζνου φυςιολογικοφ οροφ και μεταφζρεται ςτο εργαςτιριο 
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2.2 Μεταφορά -χειριςμόσ δειγμάτων 
Από τθ δειγματολθψία μζχρι τθν επεξεργαςία του κλινικοφ δείγματοσ: μεγίςτθ κακυςτζρθςθ 2h(κίνδυνοσ 
υπερανάπτυξθσ φυςιολογικισ χλωρίδασ) 
Ειδάλλωσ, φφλαξθ ςτουσ 4°C ζωσ 24, ϊρεσ 
 
Μθ αποδεκτάδείγματα  
-όχι πάνω από 1 δείγμα πτυζλων του ιδίου αςκενοφσ, τθν ίδια μζρα 
-όχι δεφτερο δείγμα πτυζλων του ιδίου αςκενοφσ ςε διάςτθμα μικρότερο των 48 ωρϊν 
-όχι δείγμα πτυζλων 24ϊρου ςυλλογισ 
-όχι δείγματα που περιζχουν μόνο ςίελο 
-όχι δείγματα που περιζχουν τροφζσ, οδοντόπαςτα κ.α. 
-όχι δείγματα για αναερόβια καλλιζργεια  
-όχι δείγματα που μζνουν εκτόσ ψυγείου >2 ϊρεσ 
 

2.3 Εξοπλιςμόσ 
 Κλίβανοσ για αερόβια επϊαςθ 35

ο
C 

 Κλίβανοσ για επϊαςθ 35
ο
C με 5% CO2 

 Vortex 
 Λυχνία Bunsen 
 Κρίκοι και κρικοφόροι ςτυλεοί 
 Διςκία βακιτρακίνθσ 10U 
 Διςκία οπτοχίνθσ 

 

2.4Θρεπτικά υλικά   
Αιματοφχο άγαρ (Ht)ι Columbia 5%  

οκολατόχρωμο άγαρ (Choc) 

McConkey άγαρNo2 (N2) 

Chapman 

Sabouraud άγαρ (Sb) 

Τλικά καλλιζργειασ μυκοβακτθριδίων 

Fildes 

 

2.5 Προετοιμαςία - Εμβολιαςμόσ  
 Αρικμοφμε τα δείγματα και τα παραπεμπτικά με βάςθ τα Βιβλία του εργαςτθρίου 

 ε όλα τα δείγματα ετοιμάηουμε άμεςα παραςκευάςματα για χρϊςθ και μικροςκόπθςθ 

 τα Βιβλία ςθμειϊνουμε οτιδιποτε άλλο γράφει το παραπεμπτικό. Π.χ. θλικία, ιςτορικό, ςυμπτϊματα, λιψθ 
αντιμικροβιακϊν (κεραπεία ι χθμειοπροφφλαξθ). 

 Ο εμβολιαςμόσ του δείγματοσ γίνεται ςε: 
o ΖναHt για αερόβια επϊαςθ  
o Ζνα Columbia άγαρ5% (5% CO2) + optocin για ταυτοποιιςθ Streptococcus pneumoniae 
o Choc άγαρ (5% CO2)+bacitracin 10U για ταυτοποιιςθ Haemophilus infuenzae 
o Ν2 για διάκριςθ εντεροβακτθριακϊν καιPseudomonas spp(O2) 
o Sabouraud άγαρ για μφκθτεσ(O2) 
o Fildes για Haemophilus infuenzae(O2) 
o Chapmanγιατθδιάκριςθ Staphylococcus aureus(O2) 
o Τλικά καλλιζργειασ μυκοβακτθριδίων (Lowenstein-Jensen) αν  ηθτθκεί καλλιζργεια για  
o M. tubercolosis 
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2.6 Άμεςο βαμμζνο κατά Gram 
H χρθςιμότθτα τθσ χρϊςθσ Gram ςτα πτφελα είναι αμφιλεγόμενθ, εκτόσ κι αν γίνεται με ςυγκεκριμζνα κριτιρια 
(Cumitech, 2004)  

o Διαχωριςμόσ δειγμάτων ςε αυτά που πικανϊσ εμπεριζχουν το πακογόνο και αυτά που είναι επιμολυςμζνα 
από τθ ςτοματοφαρυγγικι χλωρίδα 

o Προςδιοριςμόσ είδουσ κυττάρων του ξενιςτι και κυρίαρχου μικροοργανιςμοφ→ προκαταρκτικζσ 
πλθροφορίεσ→αρχικι επιλογι τθσ κεραπείασ 

o Οδθγόσ επιλογισ «πικανϊν πακογόνων» που αναπτφςςονται ςτθν καλλιζργεια  
o (→ ταυτοποίθςθ, ζλεγχοσ ευαιςκθςίασ) 

 
Η παρουςία πολλϊν επικθλιακϊν κυττάρων και θ παράλλθλθ απουςία πυοςφαιρίων είναι ενδεικτικι επιμόλυνςθσ 
με ςτοματοφαρυγγικι χλωρίδα→υποδεικνφει τθν αναγκαιότθτα νζασ δειγματολθψίασ 

 
 
 

2.7 Ποςοτικι Καλλιζργεια πτυζλων/ΒΑL 
ε περίπτωςθ ςωςτοφ δείγματοσ πτυζλων γίνεται ποςοτικι καλλιζργεια 

          Θετικό αποτζλεςμα:  
Πτφελα: >10 

5
cfu/mL 

ΒΑL: > 10 
3
cfu/mL 

PSB: 10
 3 

cfu /mL 
 
Βαςίηεται:  
α) ζνασ μικροοργανιςμόσ που προκαλεί λοίμωξθ του κατϊτερου αναπνευςτικοφ ςυςτιματοσ κα βρίςκεται ςτα πτφελα 
ςε πολφ μεγαλφτερο αρικμό από τουσ μικροοργανιςμοφσ που αποικίηουν το φάρυγγα και επιμολφνουν τα πτφελα 
κατά τθν απόχρεμψι τουσ 
β) οι μικροοργανιςμοί ςτα πτφελα δεν βρίςκονται ομαλά κατανεμθμζνοι και αν καλλιεργθκοφν αυτοφςια πτφελα 
μπορεί το αποτζλεςμα να είναι αναξιόπιςτο  
γ) οι διεργαςίεσ που περιλαμβάνονται ςτθν ποςοτικι καλλιζργεια (ζκπλυςθ, ρευςτοποίθςθ και ομογενοποίθςθ) ζχουν 
ωσ ςτόχο να  ξεπεραςτοφν αυτά τα προβλιματα  
 
 

2.8 Άλλεσ διαγνωςτικζσ μζκοδοι 
Κυρίωσ για τισ άτυπεσ πνευμονίεσ, οι οποίεσ προκαλοφνται από μικρόβια που δεν αναπτφςςονται ςε κοινά κρεπτικά 
υλικά: 

o ανίχνευςθ αντιγόνων ςτα οφρα με ανοςοχρωματογραφία → απάντθςθ ςε 10-15 min (Legionella 
pneumophila,Streptococcus pneumoniae) 

o ορολογικι διάγνωςθ πνευμονίασ (Chlamydia pneumoniae, Chlamydia psittaci, Legionella pneumophila, 

Coxiella burnetti, Mycolplasma pneumonia) 

o μοριακι διάγνωςθ πνευμονίασ  (όχι ακόμα τυποποιθμζνα kitτου εμπορίου) 
 

 2.9 Αξιολόγθςθ Αποτελεςμάτων 
o Μια κετικι καλλιζργεια με Streptococcus pneumoniae ι Haemophilus infuenzae ςυνικωσ υποδεικνφει 

λοίμωξθ από τουσ παραπάνω μικροοργανιςμοφσ, αν και θ φορεία των ίδιων μικροβίων μπορεί να οδθγιςει 
ςε ψευδϊσ κετικό αποτζλεςμα 

o Μια κετικι καλλιζργεια με Staphylococcus aureus ι Gram αρνθτικά βακτιρια γενικϊσ υποδεικνφει λοίμωξθ 
από τουσ παραπάνω μικροοργανιςμοφσ, όταν και ςτο άμεςο κατά Gram ανευρίςκονται ςτοιχεία φλεγμονισ 
μαηί με τουσ παραπάνω μικροοργανιςμοφσ 

o Μια αρνθτικι καλλιζργεια δεν αποκλείει τθν πνευμονία. υνικωσ δεν απομονϊνεται πακογόνο όταν ο 
αςκενισ ζχει ξεκινιςει τθν αντιμικροβιακι κεραπεία ι όταν θ λοίμωξθ είναι από ιοφσ, χλαμφδια κ.α. 
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2.10 Μεκοδολογία 
Βγάηουμε τα τρυβλία από τον κλίβανο και τα τοποκετοφμε ςτον πάγκο, κατά αρικμθτικι ςειρά χωριςτά των 

εξωτερικϊν ιατρείων και χωριςτά των κλινικϊν. Σο ίδιο κάνουμε για τισ ανακαλλιζργειεσ, τισ ταυτοποιθτικζσ 

δοκιμαςίεσ και τισ ευαιςκθςίεσ 

Γίνονται οι κατάλλθλεσ δοκιμαςίεσ για τθν ταυτοποίθςθ των μικροβιακϊν πακογόνων ςτισ πικανζσ κετικζσ 

καλλιζργειεσ  

Προςκζτουμε αντιδραςτιρια ςτα ταυτοποιθτικά ςυςτιματα του εμπορίου αφοφ προθγουμζνωσ διαβάςουμε τα 

ςάκχαρα. 

Διαβάηουμε τα τρυβλία με τθ χριςθ μεγεκυντικοφ φακοφ. 

Streptococcus pneumoniae 

 Χρϊςθ Gram: Gram (+)  διπλόκοκκοι, ςε αλυςίδεσ, λογχοειδείσ 

 Καταλάςθ (-) 

 Ακίνθτοι, αςπορογόνοι, ελυτροφόροι, αερόβιοι, δυνθτικά αναερόβιοι 

 Σο ζλυτρο φζρει πολυςακχαριδικό αντιγόνο που ζχει ςθμαςία για τθ λοιμογόνο δράςθ του 
μικροβίου (πάνω από 90 ορότυποι) 

 Αναπτφςςονται ςε ςοκολατόχρωμο και αιματοφχο άγαρ 
 Αποικίεσ : ςτο νεαρό καλλιζργθμα κυκλικζσ γυαλιςτερζσ, υγρζσ, βλεννϊδεισ, α-αιμολυτικζσ. 

το παλαιό παραςκεφαςμα το κζντρο τθσ αποικίασ καταρρζει (αυτολυτικζσ διεργαςίεσ), 
δίνοντασ τθν εικόνα μικροφ πιάτου “πιατάκι του καφζ” 

 Επϊαςθ ςε ατμόςφαιρα  CO2 5 %, 35-37 
ο
C για 48-72 ϊρεσ 

 Σαυτοποιείται με: 
-δοκιμαςία οπτοχίνθσ κετικι (διαφορικι διάγνωςθ από πραςινίηοντεσ ςτρεπτοκόκκουσ) 
-εξζταςθ διαλυτότθτασ τθσ χολισ 
-δοκιμαςία εξοιδιςεωσ του ελφτρου 

 Μζροσ τθσ χλωρίδασ του ανϊτερου αναπνευςτικοφ, προκαλεί ευκαιριακζσ λοιμϊξεισ 

 1
ο
 αίτιο πνευμονίασ τθσ κοινότθτασ!!! 
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ΕΡΓΑΣΗΡΙΑΚΗ ΔΙΑΓΝΩΗ ΠΝΕΤΜΟΝΙΑ ΑΠΟ Mycobacterium tubercolosis 

Kανόνασ τριϊν διαδοχικϊν δειγμάτων (τουλάχιςτον)  
Δείγματα από το κατϊτερο αναπνευςτικό ι γαςτρικό υγρό 

Επεξεργαςία δείγματοσ: 
Διαλυτοποίθςθ(διάλυμα Ν-ακετυλο-L-κυςτεϊνθσ) 
Εξουδετζρωςθ χλωρίδασ (διάλυμα NaOH) 
υμπφκνωςθ δείγματοσ (ψυχόμενθ φυγόκεντροσ, 3.000xg) 
ε γαςτρικό υγρό προθγείται θ άμεςθ εξουδετζρωςθ του pH 

Οξεάντοχθ χρϊςθ: 
Ziehl-Nielsen (ςτερείται ευαιςκθςίασ και ειδικότθτασ) 
Ποςοτικι ζκφραςθ αποτελζςματοσ (Νομυκοβακτθριδίων/κ.ο.π.) 

 
Τγρό και ςτερεό κρεπτικό υλικό Lowenstein-Jensen 
Εμπορικά ςυςτιματα υγρϊν καλλιεργειϊν: 
αυξάνουν ευαιςκθςία 
ταχφτεροσ χρόνοσ κετικοποίθςθσ (~10 μζρεσ) 
Σαυτοποίθςθ ςτελζχουσ: πλζον μοριακι (2-6 ϊρεσ) 
Νζεσ μοριακζσ τεχνικζσ διάγνωςθσ: 
-άμεςθ μοριακι ανίχνευςθ MTB ςε κλινικό δείγμα 
-άμεςθ μοριακι ανίχνευςθ αντοχισ) 
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3. Ζλεγχοσ ευαιςκθςίασ ςτα αντιβιοτικά 
Μετά τθν ταυτοποίθςθ διενεργείται ζλεγχοσ ευαιςκθςίασ ςτα αντιβιοτικά. Σο κάκε είδοσ βακτθρίου που 

απομονϊνεται από το ουροποιθτικό, ελζγχεται ςε ςυγκεκριμζνθ ομάδα αντιβιοτικϊν.  

4. Ζκδοςθ Αποτελεςμάτων 
Μετά τθν αξιολόγθςθ τα αποτελζςματα καταγράφονται ςτα βιβλία του εργαςτθρίου και ςτα απαντθτικά δελτία για να 
αποςταλοφν ςτισ κλινικζσ ι ςτθ γραμματεία του τμιματοσ αν πρόκειται για εξωτερικοφσ αςκενείσ. Σισ απαντιςεισ των 
κετικϊν καλλιεργειϊν ςυνοδεφουν τα αποτελζςματα του ελζγχου ευαιςκθςίασ ςτα αντιβιοτικά. 
 

Αξιολόγηςη απαντητικοφ 

o Αναφζρουμε μόνο τα κλινικά ςθμαντικά πακογόνα 
o Από ςτείρεσ περιοχζσ αναφζρουμε όλα τα πακογόνα που απομονϊκθκαν 
o Δεν απομονϊκθκαν πακογόνα – Τπάρχει Φυςιολογικι Χλωρίδα: Αναπτφχκθκε Φυςιολογικι Χλωρίδα 
o Απουςία ανάπτυξθσ: Ουδεμία ανάπτυξθ 

6. Ζλεγχοσ Ποιότθτασ 

Εςωτερικόσ ποιοτικόσ  ζλεγχοσ : Γίνεται με ανακαλλιζργεια προτφπων ςτελεχϊν ςε αντίςτοιχα κρεπτικά υλικά για 

κάκε μικροβιακό ςτζλεχοσ.  

Εξωτερικόσ ποιοτικόσ  ζλεγχοσ : Γίνεται μζςω του εγκεκριμζνων διεκνϊσ οργανιςμϊν ελζγχου ποιότθτασ π.χ.NEQAS, 

UnitedKingdom (NationalExternalQualityAssessmentService). Λυοφιλοποιθμζνα ςτελζχθ που ζχουν απομονωκεί ςε 

ςυγκεκριμζνα βιολογικά δείγματα, αναςυςταίνονται ςε κρεπτικό ηωμό και καλλιεργοφνται ςε ςτερεά κρεπτικά υλικά, 

ανάλογα με το είδοσ του δείγματοσ. Αναηθτοφνται τα πακογόνα μικρόβια και ταυτοποιοφνται  ανάλογα, με ςυμβατικά 

ι αυτοματοποιθμζνα ταυτοποιθτικά ςυςτιματα (ΑΡΙ, ERIC, CrystalBBL, VITEK κ.ά.). 
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