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Predgovor

Ovaj vodi¢ je rezultat potrebe za podizanjem i ujednacavanjem nivoa
mikrobioloske dijagnostike na cijeloj teritoriji drzave Crne Gore. Vodi¢ kojim su
definisane standardne operativne procedure rada u obradi klinickih uzoraka,
identifikaciji klinicki najznacajnijih bakterija i ispitivanju osjetljivosti bakterija na
antibiotike i hemioterapeutike, omogucéava da rezultati dobijeni u razliitim
laboratorijama budu uporedivi i da se njihova validnost ne dovodi u pitanje.

Ministarstvo zdravlja i Sekcija ljekara mikrobiologa Drustva ljekara Crne
Gore su udruzili svoje snage u ostvarivanju jasnog krajnjeg cilja: da mikrobioloski
rezultati budu jo$ vazniji i sigurniji oslonac klinicarima u postavljanju dijagnoza,
a sve za dobrobit pacijenata.

Standardne operativne procedure rada kojima se bavi ovaj dokument se
baziraju na nau¢nim Cinjenicama i shodno tome podlijeze periodi¢nim revizijama,
u skladu sa napretkom nauke.

Namjera je bila da se napravi jednostavan i lako primjenljiv vodi¢ koji ¢e
ujedno biti dobra osnova za dalje dopunjavanje, usavrSavanje i unapredivanje
dobre laboratorijske prakse.

Autori
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sorpasn

MINISTARSTVO ZDRAVLJA, RADA I SOCIJALNOG STARANJA
SEKCIJA LJEKARA MIKROBIOLOGA DRUSTVA LIEKARA CRNE GORE

Predmet:

Recenzija za " Standardne operativne procedure rada u bakteriolodkoj laboratoriji za
obradu klini¢kih uzoraka, identifikaciju i ispitivanje osjetljivosti bakterija na
antibiotike i hemioterapeutike"

Na osnovu uvida u priloZeni tekst smatramo da je prirunik ™ Standardne
operativne procedure rada u bakteriolofkoj laboratoriji za obradu klini¢kih
uzoraka, identifikaciju i ispitivanje osjetljivosti bakterija na antibiotike i
hemioterapeutike' napisan jasno u skladu sa opdte prihvaéenim principima zz
standardne operativne procedure u klini¢koj bakteriologiji. Primena ovog priru¢nike
¢e doprineti uvodenju jedinstvene laboratorijske metodologije u bakteriolo¥kimn:
laboratorijama Crne Gore. Takode ée ovaj priruénik posluZiti kao odli¢na osnova zz
pripremanje standardnih operativnih procedura $to ¢e omogudéiti da mikrobiologke
laboratorije Cme Gore uspe$no prikupljaju i dokumentuju relevantne podatke ¢
izaziva¢ima zaraznih bolesti kao i da ostvare saradnju u razmeni tih podataka se
drugim bakterioloskim laboratorijama van zemlje. S obzirom na sadrzaj prilozenog
teksta predlazemo izmenu naziva prirugnika u " Vodi¢ za pripremanje standardnilt
operativnih procedura rada u klini¢koj bakteriolodkoj laboratoriji ".

Na osnovu svega izloZzenog zadovoljstvo nam je da u svojstvu recenzenatz
predlozimo Ministarstvu zdravlja, rada i socijalnog staranja Crne Gore i Sekciji
liekara mikrobiologa Drustva ljekara Crne Gore da prihvate za $tampu priruénik poc
izmenjenim nazivom " Vodi¢ za pripremanje standardnih operativnih procedura
rada u klini¢koj bakteriolo$koj laboratoriji "'.
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1 Ispitivanje brisa grla

1.1 Uzorkovanje

Uzorkovanje obaviti sa pojavom prvih simptoma, prije antibiotske terapije.

e Pacijenta zamoliti da Siroko otvori usta i izgovori ‘a’. Koriste¢i dobro
osvjetljenje 1 pritiskaju¢i Spatulom Kkorijen jezika, osmotriti
unutrasnjost usta traze¢i znakove upale, prisustvo bilo kakvih
membrana, eksudata ili gnoja.

e Uvesti bris do zadnjeg zida zdrijela. Polako rotiraju¢i u ruci bris,
energi¢no prebrisati prostor iza uvule i izmedu tonzilarnih lukova.
Prilikom ulaska i izlaska iz zdrijela paziti da se bris ne kontaminira
salivom i odloZiti ga u sterilan kontejner (epruvetu) ili transportnu
podlogu.

e Pacijent ne smije osam ¢asova prije uzimanja brisa koristiti bilo kakav
antibiotik, niti ispirati usta bilo kakvim dezinficijensom.

1.2 Transportovanje

Sto je prije moguée (najduze za dva ¢asa). Ako je brz transport nemogug:
e Koristiti transportnu podlogu, ili
e na dno epruvete ukapati jednu do dvije kapi sterilnog fizioloskog
rastvora, a bris sa materijalom potisnuti do dna da apsorbuje ukapanu
teCnost. Na ovaj nadin transport moze biti odloZen i za nekoliko sati,
jer je sprijeCeno isuSivanje bakterija na $ta su one najosjetljivije.
e Ovako pripremljen materijal se ¢uva na sobnoj temperaturi.

1.3 Zasijavanje

e krvni agar sa razredenjem
Dodatno kod sumnje na difteriju:
e Claubergova teluritna podloga (alternativa: Leflerov koagulisani
serum, Hoyle's telurit agar)
Dodatno kod sumnje na faringealnu gonoreju i meningokokno kliconostvo:

e VCN cokoladni agar, GC selektivni agar
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1.4

1.5

1.6

Inkubacija

krvni agar: aerobno, 35-37°C, 16-24h

Claubergova teluritna podloga (alternativa: Leflerov koagulisani
serum, Hoyle's telurit agar): aerobno, 35-37°C, 48-72h (svakodnevno
citanje)

VCN c¢okoladni agar, GC selektivni agar: u uslovima sa 5-10% COg,
35-37°C, 40-48h (svakodnevno ¢itanje)

Tumacenje nalaza

nalaz Streptococcus f3 haemolyticus gr. A, C i G su uobi¢ajeni patogeni.
nalaz Staphylococcus aureus znacajan u ispitivanju kliconostva
(MRSA, metilicin rezistentan Staphylococcus aureus, sojevi -
intrahospitalna sredinal)

IzvjeStavanje

U slucaju da nisu izolovani klini¢ki znacajni mikroorganizmi, izvjestiti: 1zolovana
fizioloska mikroflora.
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2 Ispitivanje brisa nosa

2.1 Uzorkovanje

Uzima se brisom ispod i iznad donje nosne $koljke. Prilikom uzimanja materijala
paziti da se ne dotaknu brisom otvor i zidovi atrijuma, pa je najbolje uzeti bris
kroz nosni spekulum.

2.2 Transportovanje

Sto je prije moguée (najduze za dva ¢asa). Ako je brz transport nemogug:
e Koristiti transportnu podlogu, ili
e na dno epruvete ukapati jednu do dvije kapi sterilnog fizioloskog
rastvora, a bris sa materijalom potisnuti do dna da apsorbuje ukapanu
teCnost. Na ovaj nacin transport moze biti odloZen i za nekoliko sati,
jer je sprijeCeno isuSivanje bakterija na $ta su one najosjetljivije.
e Ovako pripremljen materijal se Cuva na sobnoj temperaturi.

2.3 Zasijavanje

e krvni agar sa razredenjem i stafilokoknom crtom.
Dodatno, kod sumnje na nazalnu difteriju:
e Claubergova teluritna podloga (alternativa: Leflerov koagulisani
serum, Hoyle"s telurit agar)
Dodatno, kod sumnje na rinosklerom i ozenu:
endo agar (CLED agar)

2.4 Inkubacija

e krvni agar: aerobno, 35-37°C, 16-24h

e Claubergova teluritna podloga (alternativa: Leflerov koagulisani
serum, Hoyle“s telurit agar): aerobno, 35-37°C, 48-72h (svakodnevno
Citanje)

e Endo agar (CLED agar): aerobno, 35-37°C, 16-24h
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2.5 Tumacenje nalaza

e S.aureus i Streptococcus 3 haemolyticus gr. A: znacaj u eradikaciji
kliconostva (posebno MRSA-intrahospitalna sredina!).

e H.influenzae, S.pneumoniae i Moraxella catarrhalis: izvjestiti uz
napomenu da mogu imati znacaja u sklopu zapaljenja srednjeg uva,
sinusa i donjih respiratornih puteva (ako se nadu u ¢istoj kulturi ili da
dominiraju).

e Kiebsiella rhinoscleromatis (rhinosclerom), Kilebsiella ozaenae
(ozena).

e Mycobacterium leprae (ispituje se po posebnom protokolu).

2.6 IzvjeStavanje

U slucaju da nisu izolovani klini¢ki znacajni mikroorganizmi, izvjestiti:
Izolovana fizioloska mikroflora.
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3 Ispitivanje brisa nazofarinksa

3.1 Uzorkovanje

e Uzima se specijalnim Zicanim lako savitljivim brisom. Najbolje da bris
uzima ljekar specijalista otorinolaringolog ili osoba sa iskustvom.

3.2 Transportovanje

Sto je prije moguée (najduze dva &asa). Ako je brz transport nemogué:
e  Kkoristiti transportnu podlogu, ili
e na dno epruvete ukapati jednu do dvije kapi sterilnog fizioloskog
rastvora, a bris sa materijalom potisnuti do dna da apsorbuje ukapanu
teCnost. Na ovaj nacin transport moze biti odloZen i za nekoliko sati,
jer je sprijeCeno isuSivanje bakterija na §ta su one najosjetljivije.
e Ovako pripremljen materijal se Cuva na sobnoj temperaturi.

3.3 Zasijavanje

e Bordet-Gengou-ova podloga (priprema se po potrebi); alternativa:
CCBA (charcoal cephalexin blood agar) kao selektivnija podloga.

3.4 Inkubacija

e Aerobno, 35-37°C, 2-7 dana (svakodnevno Citanje)

3.5 Tumacenje nalaza

e Ciljani uzro¢nik: Bordetella pertussis

3.6 IzvjeStavanje

e Bordetella pertussis izolovana
e Bordetella pertussis nije izolovana
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4 Ispitivanje sputuma

4.1 Uzorkovanje

e Daje se prvi jutarnji ispljuvak odmah nakon budenja, a prije obavljanja
licne higijene. Pacijenta savjetovati da ispere usta mlakom vodom (bez
dezinficijensa) i da potom nekoliko puta duboko udahne (provokacija
kaslja), saceka nadrazaj na kasalj, jako se nakaslje i sadrzaj iz dubine
pluéa ispljune u sterilnu posudu sa Sirokim otvorom. Rjedi postupci
uzorkovanja: u toku bronhoskopije, bronholavazom, transtrahealno,
kod djece nazofaringealni aspirat.

e Dobra praksa - davanje pisanog uputstva pacijentima.

e Dobra praksa: uz sputum dostaviti bris grla na ispitivanje.

4.2 Transportovanje

e Uzorak donijeti u laboratoriju unutar 2 h. (moguc¢nost transporta-
transportni medijumi)

e Ako se sumnja na bronhopneumoniju ili pneumoniju, ne moze se
odlagati transport i sputum se ne smije drzati u frizideru, jer bakterije,
koje su najéeS¢i uzro¢nici ovih oboljenja  (H.influenzae,
S.pneumoniae), brzo propadaju na temperaturi nizoj od 35°C.

4.3 Zasijavanje

4.3.1 Ispitivanje kvaliteta uzorka

Primarnu obradu uzoraka sputuma treba vrsiti u komori za bezbjedan rad
klase II.
e Makroskopska  evaluacija: opisati sputum (purulentan,
mukopurulentan, mukoidan, krvav).
e Direktni mikroskopski preparat:

Birati gnojave dijelove sputuma i napraviti preparat bojen po Gramu,
mikroskopirati pod malim uveli¢anjem.

Kriterijum za trijazu sputuma po Murray i Washington-u su prikazani u
tabeli br.1.
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TABELA 1. Kriterijum za trijazu sputuma po Murray i Washington-u

Grupa Epitelne ¢elije po vidnom polju Leukociti po vidnom polju
1 >25 <10
2 >25 10-25
3 >25 >25
4 10-25 >25
5 <10 >25

Grupe od 1-4 su neprihvatljive za kultivaciju i izvjeStavaju se: “Uzorak je
pretezno saliva, te je neprihvatljiv za kultivaciju. Preporucuje se ponoviti analizu,
ako postoji klinicka indikacija.”

Ovi  kriterijumi nisu  odgovaraju¢i za imunokompromitovane,
neutropeni¢ne, intubirane pacijente, kod sumnje na Mycobacterium spp. i
Legionela pneumophila, ili ako je nemoguce ponoviti uzorkovanje.

Nalaz cilindri¢nih epitelnih ¢elija donjeg respiratornog trakta indikuje da je
dobijen kvalitetan uzorak sputuma.

4.3.2 Kultivacija

e Kkrvni agar
e endo agar
e selektivni ¢okoladni agar za Haemophilus

4.4 Inkubacija

e krvni agar: aerobno, 35-37°C, 16-24h
e endo agar: aerobno, 35-37°C, 16-24h

e (okoladni agar: u uslovima sa 5-10% CO, 35-37°C, 24-48 h
(svakodnevno Citanje)

4.5 Tumacenje nalaza

e C(Ciljani wuzro¢nici su H.influenzae, S.pneumoniae, Moraxella
catarrhalis, Staph.aureus, Streptococcus pyogenes, Klebsiella
pneumoniae (i rjede druge Gram negativne bakterije).

e Kod cisti¢ne fibroze i bronhiektazija: Pseudomonas spp., Burkholderia
cepacia, enterobakterije, Staph.aureus.

e Rijetki uzroc¢nici: Nocardia spp., Actinomyces spp. (ispituju se po
posebnom protokolu).
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4.6 IzvjeStavanje

U slucaju da nisu izolovani klini¢ki znacajni mikroorganizmi, izvjestiti:
Izolovana fizioloska mikroflora usne duplje.
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5 Ispitivanje sadrzaja apscesa 1
dubokih rana

51 Uzorkovanje

Uzorci koji se mogu ispitivati su:
e sadrzaj apscesa dobijen punkcijom ili poslije incizije
e Drisrane

e eksudat rane

Optimalno vrijeme uzimanja uzorka - prije sprovedene antimikrobne
terapije. Optimalna koli¢ina uzorka - minimum 1 ml gnojnog sadrzaja, ili dobro
natopljen bris.

Optimalno je uzeti 2 brisa: jedan za kultivaciju, drugi za pravljenje
direktnog mikroskopskog preparata.

5.2 Transportovanje

Sto je prije moguée (najduze do pola sata). Ako je brz transport nemogu¢:
e za briseve Koristiti transportnu podlogu

e prihvatljivo vrijeme transporta za sadrzaj apscesa zaviSi od koli¢ine
uzetog materijala:

Volumen aspiriranog sadrzaja: Optimalno vrijeme za transport do laboratorije:
<1lml < 10 min.
1ml < 30 min.
>2 ml <3h

5.3 Zasijavanje

5.3.1 Direktan mikroskopski preparat

Bris se priprema za direktnu mikroskopiju u vidu tankog razmaza na ¢istom
predmetnom staklu i potom boji po Gramu.

Gnojni sadriaj se sterilnom pipetom ili ezom nanese na ¢isto predmetno
staklo u koli¢ini od jedne kapi, razmaZze i boji po Gramu.

Izvjestiti o prisustvu leukocita i (opisno) mikroorganizama.
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5.3.2 Kultivacija

5.4

9.5

krvni agar

endo agar

tioglikolat bujon

podloga za anaerobne bakterije sa 5 pug diskom metronidazola

Dodatno, u slu¢aju primarnog peritonitisa kod Zena i prostaticnog apscesa:

Cokoladni agar

Inkubacija

krvni agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h

endo agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h

tioglikolat bujon: aerobno, 16-24 h— presijava se po potrebi, aerobno
(krvni agar i/ili endo agar) i/ili anaerobno (podloga za anaerobe)
podloga za anaerobne bakterije: anaerobno, 35-37°C, 48 h (moZe i do
5 dana)

cokoladni agar: u uslovima sa 5-10% CO;, 35-37°C, 48 h
(svakodnevno Citanje)

Tumacenje nalaza

Moguéi patogeni:

— Staphylococcus aureus
— Streptococcus f§ haemolyticus
— Druge streptokoke

— Enterococcus

— Enterobakterije

— Pseudomonas spp.

— Anaerobi

— Actinomycetes

— Nocardia

N. gonorrhoeae

U gnoju i eksudatu rane bilo koji izolovani mikroorganizam moze biti
znacajan.
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6 Ispitivanje brisa koze 1
povrSinskih rana

Uzorkovanje

ukoliko je prisutan sekret materijal uzeti suvim pamu¢nim brisom
ukoliko nema sekreta bris prethodno natopiti fizioloSkim rastvorom
ukoliko na kozi postoje pustule, vezikule ili ulceracije sadrzaj iz ovih
promjena uzima se sterilnom iglom i brizgalicom.

sadrzaj iz ulkusa moze se uzeti irigaciono-aspiracionom metodom
pomoc¢u malog Sprica bez igle koji se smjesti ispod ivice ulkusa i
njezno ispere sa najmanje 1 ml sterilnog fizioloskog rastvora. Poslije
masaze ivice ulcusa, ponavlja se irigacija sa jo§ 1 ml sterilnog
fizioloSkog rastvora. Ivica ulkusa se jo§ jednom izmasira, a onda
aspirira 0.25 ml te¢nosti i smjesti u sterilan kontejner.

Transportovanje

Sto je prije moguée (najduze za dva Gasa). Ako je brz transport nemogué za

6.1
6.2
briseve:
6.3

koristiti transportnu podlogu, ili

na dno epruvete ukapati jednu do dvije kapi sterilnog fizioloSkog
rastvora, a bris sa materijalom potisnuti do dna da apsorbuje ukapanu
tenost. Na ovaj nacin transport moze biti odloZen i za nekoliko sati,
jer je sprijeCeno isuSivanje bakterija na $ta su one najosjetljivije.
Ovako pripremljen materijal se Cuva na sobnoj temperaturi.
Aspirirani sadrzaj iz pustula moZe se transportovati u sterilnim
plasti¢nim kontejnerima.

Zasijavanje

6.3.1 Direktan mikroskopski preparat

Radi se, ako je vidljiv gnoj na brisu.
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6.4 Kultivacija

Svi brisevi:
e Kkrvni agar
e endo agar

Dodatno, u slu¢aju da se radi o ujedu zivotinje ili covjeka, celulitisu, paronihiji,
povrsnoj povredi:

e podloga za anaerobe sa Sug diskom metronidazola
Dodatno, u slucaju celulitisa kod djece i ljudskog ugriza:

e selektivni cokoladni agar za Haemophilus
Dodatno, kod sumnje na difteriju koze:

e cistein telurit krvni agar (alternativa Hoyle's teluritni ag,ar)
Dodatno, kad se trazi ispitivanje na gljivicne infekcije:

e prema posebnom protokolu

6.5 Inkubacija

krvni agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h
endo agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h
podloga za anaerobe: anaerobno, 35-37°C, 48 h

Cokoladni agar: u uslovima sa 5-10% CO;, 35-37°C, 48 h
(svakodnevno Citanje)

e cistein telurit krvni agar: aerobno, 35-37°C, 48 h (svakodnevno &itanje)

6.6 Tumacenje nalaza

° Moguc1 patogeni:
Staphylococcus aureus
—  Streptococcus f haemolyticus gr. A, B, Ci G
— Bacteroides spp.
—  Clostridium spp.
— Anaerobne koke
— Koagulaza negativni stafilokoki
— Enterobakterije
— Pseudomonas species

-----

— Staphylococcus aureus
—  Streptococcus B haemolyticus
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Pseudomonas spp.
Acinetobacter spp.

Bacillus spp.

Enterobakterije

Koagulaza negativni stafilokok

vvvvv

Staphylococcus aureus
Streptokoke

Anaerobni Gram »-» bacili
Clostridium spp.
Enterobakterije
Corynebacterium spp.
Pseudomonas spp.

Koagulaza negativni stafilokok

vvvvv

Staphylococcus aureus
Streptococcus pyogenes
Anaerobi

Haemophilus influenzae

vvvvv

Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

vvvvv

Staphylococcus aureus
Streptococcus [ haemolyticus
Arcanobacterium haemolyticum
Haemophilus influenzae
Streptococcus pneumoniae
Bacteroides spp.

Anaerobne koke

e Uzroc¢nici impetiga:

Staphylococcus aureus
Streptococcus pyogenes

-----

Streptococcus a haemolyticus
Pasteurella multocida
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6.7

— Staphylococcus aureus

—  Streptococcus p haemolyticus
— Anaerobi

— Eikenella corrodens

— Haemophilus spp.

— Koagulaza negativni stafilokoki
— Streptobacillus moniliformis

Bakterije koje uzrokuju erysipelas:
— Streptococcus f§ haemolyticus gr. Ai G
— Staphylococcus aureus

Bakterija koja uzrokuje erysipeloid:
— Erysepelothrix rhusiopathiae

Bakterije koje uzrokuju ecthyma gangrenosum:
— Pseudomonas aeruginosa
— Stenotrophomonas maltophilia

Uzroc¢nik erythrasma-e:
— Corynebacterium minutissimum

IzvjeStavanje

U slucaju da nisu izolovani klini¢ki znacajni mikroorganizmi, izvjestiti:

Izolovana fizioloska mikroflora koze.

Ukoliko su izolovani u ¢istoj kulturi ili kao dominantna flora

mikroorganizmi koji su sastavni dio mikroflore koZe, u zavisnosti od uputne
dijagnoze, izvjestiti uz komentar: Izolovani soj porastao u cistoj kulturi ili
Izolovani soj porastao kao dominantna flora.
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[ Ispitivanje tkiva 1 biopsija

7.1 Uzorkovanje

Optimalno vrijeme uzimanja uzorka je prije antimikrobne terapije. Uzorak
treba da uzima ljekar ili iskusna osoba. Uzorak treba da bude u dovoljnoj koli¢ini
da bi mogle da se odrade sve dijagnosticke procedure (koli¢ina potrebnog uzorka
zavisi od broja zahtijevanih ispitivanja).

e Uzorci tkiva mogu se dobiti na tri nacina:

— kao zatvorena procedura perkutanom biopsijomu toku operacije
(uklanjanjem devitalizovanog ili inficiranog tkiva)
—  post mortem
Pri uzorkovanju bilo kojim od navedenih nac¢ina mogu se javiti problemi.
e Kod perkutane biopsije
— nedovoljna koli¢ina uzorka
— moze se promasiti infektivna lezija
— kontaminacija florom koze

e Kod uzorkovanja u toku operacije uzorkovanje se ne moZe ponoviti,

stoga treba voditi racuna u toku obrade ovih materijala

e Kod uzorkovanja tkiva post mortem kontaminacija enteriénom florom,

treba oprezno interpretirati rezultate

Mjere bezbjednosti:

— izbjegavati akcidentalne povrede prilikom kori$¢enja igle

— koristiti sterilne kontejnere u zatvorenim plastiénim kesama

— laboratorijske procedure koje daju infektivni aerosol, sjeckanje i
homogenizacija uzoraka moraju se izvoditi u komorama za
bezbjedan rad klase 11, a ukoliko su u pitanju biohazardi grupe 3
kao $to su M. tuberculosis, Brucella species, ili postoji sumnja na
egzotiCne importovane mikoze, obrada i ispitivanje materijala
mora biti izvodena u bioloskom kabinetu nivoa 3.

— kad god je moguce koristiti sterilne makaze, preporucljivije u
odnosu na skalpel.

Napomena:Kod hroni¢nih infekcija tkiva potrebno je vrSiti ispitivanje i na
gljivice, mikobakterije i parazite.
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7.2 Transportovanje

e Uzorak transportovati do laboratorije §to je prije moguce

e Optimalno vrijeme transporta do laboratorije za tkiva i materijal
dobijen biopsijom je do 30 minuta.

e Ukoliko je koli¢ina uzorka mala, staviti ga u sterilan fizioloski rastvor
da se sprijeci suSenje.

e Ukoliko se obrada odlaze uzorak ¢uvati u frizideru.

e (dlaganje duze od 48h nije pozeljno. (Volumen uzorka utiCe na
prihvatljivo vrijeme transporta. U ve¢im komadima tkiva vijabilnost
anaeroba se odrzava duZe vrijeme).

7.3 Zasijavanje

7.3.1 Direktan mikroskopski preparat

Homogenizovani uzorci:

Staviti kap uzorka na Cisto predmetno staklo sa sterilnom pipetom. Razvuci
sterilnom ezom i napraviti tanak razmaz za bojenje po Gramu.

Nehomogenizovani uzorci:

Preparat se pravi otiskom - sterilnom pincetom uhvatiti dio uzorka i napraviti
otisak jednom ili sa viSe strana uzorka na Cisto predmetno staklo, bojiti po Gramu.

Napomena: Za gljivice, Legionella species, Mycobacterium species, H.
pylori i parazite postoje posebne tehnike

7.3.2 Kultivacija

Napomena: Uzorak dobijen u formalinu nije prihvatljiv za kulturu.

Primarna obrada uzorka mora biti izvodena u komori za bezbjedan rad klase
I

Usitniti ili homogenizovati uzorak sa odgovaraju¢im sterilnim priborom
(grinder-brus Griffits tube ili alternativne nelomljive tube) ili sterilnim makazama
u sterilnoj petrijevoj $olji na parci¢e. Kod homogenizacije dodati 0,5ml sterilne
filtrirane vode, fizioloSkog rastvora, peptona ili bujona da bi pomoglo
homogenizaciju.

Inokulisati svaku agar plo¢u i obogaéeni bujon sa homogenizovanim
uzorkom.
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Kod nehomogenizovanih uzoraka inokulisati agar plocu sa isjeckanim
komadom tkiva.
Za dobijanje pojedinac¢nih kolonija, rasiriti inokulum sa sterilnom ezom.

7.4 Inkubacija
e Hranljive podloge i uslovi inkubacije dati su u tabeli br.2
TABELA 2. Hranljive podloge, uslovi inkubacije i ciljni mikroorganizmi

Za sve uzorke:

) Inkubacija . o
Klini¢ka slika/ Standardni Citanje Ciljni
uslovi medijum Temp | Atmosfer | Vrijem kulture organizmi
a e
- Gangrena krvni agar 35-37 | 5-10% 40-48h | svakodnevn | bilo koji
Myonecrosis Co, 0 mikroorganizam
- Nekrotizirajué
i fasciitis ENDO 35:37 | aerobno | 16-24h | > 16h
- Svedruge agar
udruzene
infekcije
J Podloga za 35-37 | anaerobno | 5dana >40h i
anaerobe sa petog dana
diskom 5 pg
metronidazol
a
bujon za 35-37 | aerobno 40-48h N/A*
zahtjevne

anaerobe koji
se presijava
nakon 40h na

krvni agar i 35-37 | 5-10% 40-48h svakodnevn
podlogu za 35-37 | CO, 5 dana )

anaerobe sa anaerobno >40h i
diskom 5pg petog dana
metronidazol

a

*N-negativna A-pozitivna

U slede¢im situacijama dodati:

o ey Inkubacija .
K;:?Ig/(a Standardni Citanje Ciljni
. medijum kulture organizmi
uslovi Temp. Atm;)sfer Vrijeme
Ukoliko Neomycin 35-37 anaerobno | 5 dana >40h i Anaerobi
preparat fastidius petog dana
sugerise na anaerobni agar
mijeSanu sa 5 pg diskom
infekciju metronidazola
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ey Inkubacija
Kiinicka Standardni : Citanje Ciljni
uslovi medijum Temp. Atm;Jsfer Vrijeme kulture organizmi

Actinomycosis | Krvni agar sa 35-37 anaerobno | 10 dana >40h, Actinomyces
dodatkom sedmog i species
metronidazola i desetog dana
nalidiksne
kiseline

Imunokom- Sabouraud agar 35-37 aerobno 40-48h* | >40hi Fungi

promitovani, i nakon osam

ili suspektne nedelja

invazivne 25-30

gljiviéne

infekcije

Mycetoma Lowenstein- 35-37 aerobno Nakon Svaka 3-4 Aerobne

Nocardiosis Jensen-ov 28 dana dana Actinomycetes
medijum

Ukoliko Staph/strep 35-37 aerobno 40-48h* | dnevno S. aureus

preparat selektivni agar Streptococcus

Sugerise na

mijesanu

infekciju ili je

mjesto

uzorkovanja

jako ,,prljavo*

* inkubacija se moze produziti do 5 dana, u tom slucaju ploce treba ¢itati nakon 40h i produziti do 5 dana

Napomena: Ukoliko je uzorak nedovoljan za sva ispitivanja, prioritet se daje
klinickim indikacijama nakon konsultacije sa klini¢kim mikrobiologom.

Odabrati reprezentativni dio uzorka za odredene procedure kao Sto su
kultura na gljivice, Legionella, Mycobacterium species ili pregled na parazite, u

zavisnosti od klini¢ke slike.

7.5

Tumacdenje nalaza

e Bilo koji organizam izolovan iz uzoraka tkiva moze biti znacajan.
Najcéeséi izolati ukljucuju:

S. aureus
Streptococci

— Bacteroides species

— Clostridium species

— Mycobacterium species
— Enterobacteriaceae

— Pseudomonas
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— Aerobne aktinomicete
—  Fungi
— Actinomyces species

7.6 IzvjeStavanje
Opisati direktni mikroskopski preparat bojen po Gram-u: izvjeStava se
nalaz upalnih celularnih elemenata i prisustvo mikroorganizama. lzvjestiti svaki

porast uz odgovaraju¢i komentar. U sluCaju negativnog rezultata, izvjestiti:
Zasijane podloge ostale su sterilne.

7.7 Komentar
Vrsta infekcije

Infekcije mekih tkiva

Detekcija uzrocnika je teSka. PovrSina lezija je obicno kolonizovana
polimikrobnom florom neodredene patogenosti. Dezinfekcija povrsine rane da bi
se uklonila ova flora, moze dati lazno negativne rezultate ili selektovati organizam
kao $to je Pseudomonas aeruginosa. Da bi se izolovao uzro¢nik infekcije nekad
je potrebno uzorkovanje dubljeg tkiva, narocito u slucajevima infekcije opekotina.

Infekcije mekih tkiva sa nekrozom

Termin se moZe odnositi na vrstu patogena, vrstu zahvacenog tkiva,

prisustva ili odsustva gasa u tkivu. Primjeri:
— streptokokna gangrena

Udruzena gangrena
— klostridijalna i neklostridijalna gangrena
Myonecrosis
nekrotizirajuci fascitis

Odgovarajuci uzorci su: krv za hemokulturu, tecnost iz bule i biopsija tkiva.
Ne treba uzimati bris sa povrsine lezije, jer ¢e dati mijeSanu kulturu koja je
najcesce kontaminacija.

Nekrotizirajudi fasciitis

Infekcija potkoznog masnog tkiva i tkiva izmedu povrsne i duboke fascije
miSica. Brzo se $iri, zbog odsustva unutrasnjih barijera. Neki autori smatraju da
postoje dva tipa. Tip | nastaje infekcijom najmanje jednom anaerobnom vrstom
(Bacteroides i Peptostreptococcus species) i jednom ili vise fakultativnih
anaerobnih vrsta (non grupa A streptokoke i ¢lanovi Enterobacteriaceae).
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Obligatni aerobi su rijetko implicirani. Tipll (haemolyticus streptococcal
gangrena) uzrokovana sa streptokokom grupe A sam ili udruzen sa drugim
vrstama npr. S. aureus.

Udruzena gangrena

Javlja se nakon operacija u abdomenu i rezultat je mijesane infekcije (S.
aureus, streptokoke, enterobakterije, Pseudomonas species i anaerobne vrste).

Gasna gangrena

Nekroza tkiva, krvavo-serozna sekrecija i prisustvo gasa u tkivu, pracena
znacima toksemije. Javlja se nakon trauma ili penetriraju¢ih povreda tkiva.
Uzrocnici su Clostridium species, narocito C. perfringens. Nekad ove bakterije
kolonizuju ranu bez izazivanja infekcije, mogu da izazovu celulitis ili mionekrozu.

Infekcije ne-sporogenim anaerobima

Znadajni uzroénici infekcija u pelviénoj i skrotalnoj regiji. Cesto se javljaju
u polimikrobnim infekcijama sa enterobakterijama, streptokokama i vrstama
klostridijuma.

Spontana gangrena

Javlja se nakon blagih trauma tkiva ili bez vidljive povrede kod oboljelih
od karcinoma kolona, leukemije ili neutropenije. Glavni uzro¢nici C. perfringens
i C. septicum.

Pyomiositis

Gnojna infekcija skeletnih miSi¢a, ¢eséa je u tropskim zemljama. Obi¢no se
javlja pojedina¢ni apsces, ali se deSavaju i multipli apscesi. Oboljeli uglavhom
nemaju predisponirajuce faktore, a samo kod 25% se desila povreda. Najcesci
uzro¢nik je S.aureus, jako rijetko kod imunokompromitovanih infekciju mogu
izazvati gljivice i virusi.

Actinomycosis

Hroni¢na supurativna infekcija, koju karakteriSe formiranje apscesa sa
produkcijom ,,sulfurnih granula®“. One se uglavnom sastoje od mikro-kolonija
Actinomyces species. Uobicajena mjesta su u okolini donje vilice, grudi i
abdomena. Biopsijom promjena otkriva se uzroénik, najéesce je to A. israelii.
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Aktinomicetama sli¢ni organizmi i Actinomycetes se obi¢no nalaze u cervikalnim
razmazima, ali je klini¢ki znacaj sumnjiv.

Traumatska inokulacija

Sa zemljom ili biljkama moze da dovede do infekcija sa Nocardia species
ili nekim gljivama kao npr Sporothrix schenkii. Nocardia vrste rastu na
jednostavnim podlogama na 35-37°C, ali je potrebno duze vrijeme inkubacije - 2-
4 nedelje.

Mycetoma

Javlja se u tropskim i subtropskim krajevima, obi¢no nakon punktiformnih
rana. Hroni¢ni destruktivni proces zahvata kozu, potkozno tkivo, miSice i kosti.
Stvaraju se granulacije u tkivu sa hroni¢nom inflamacijom i fibrozom. Micetomi
mogu da se jave bilo gdje u organizmu.

Na osnovu uzro¢nika dijele se u dvije kategorije:

1. Eumycetoma: Acremonium species, Leptospheria senegalensis,
Madurela species, Scedosporium apiospermum

2. Actinomycetoma: Actinomadura species, Nocardia species,
Streptomyces species.

Mikroorganizmi se nalaze u drenirajuim sinusima tkiva kao agregati
filamenata, koji se zovu granule. One se razlikuju od ,,sulfurnih granula“kod
aktinomikoze, jer nemaju karakteristiéni &vorast rub. Cesto su organizmi u ovim
sinusima mrtvi ili se javlja kontaminacija drugim bakterijama, pa se bolji rezultati
kulture dobijaju biopsijom tkiva.

Duboke ili diseminovane gljivicne infekcije

Dijagnoza se moze postaviti biopsijom tkiva.

7.7.1  Specifi¢ne vrste tkiva koje zahtijevaju dodatna ispitivanja

Src¢ane valvule - kod sumnje na endokarditis. Rezultati kultivacije treba da
su u korelaciji sa rezultatima hemokulture ili serologijom.

Uzorci kosti kod sumnje na osteomijelitis, hemokultura moze pomoci
dijagnozi.

Biopsija sluznice Zeluca za ispitivanje na Helicobacter pylori.

Biopsije rektalne sluznice za ispitivanje na parazite: Entameba hystolytica,
Shistosoma mansoni i S. japonicum.

Biopsije sluznice tankog crijeva za ispitivanje na prisustvo Giardia lamblia
i mikrosporidija.
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Biopsije koze za ispitivanje na Micobacterium species i parazita
Onchocerca volvulus, Mansonella streptocerca i Leishmania species.

Bioptati plu¢nog tkiva (perkutano, bronhoskopski,u toku operacija ili post
mortem) kod sumnje na Legionella species, Micobacterium species, gljivice
posebno Aspergillus species, Nocardia species i Pneumocystis jiroveci.
Pneumocystis carini kod imunokompromitovanih. PCP moze da se dijagnostikuje
manje invazivhim metodama, ali su metode manje osjetljive npr. indukovani
sputum ili bronhoalveolarni lavati.

Limfni ¢vorovi kod limfadenitisa. Sumnja na Micobacterium tuberculosis,
Micobacterium avium-intracellulare, Bartonella henselae, Toxoplasma gondii,
Chlamydia trachomatis. Dijagnoza se postavlja u kombinaciji sa histoloskim i
seroloskim ispitivanjima.
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8 Ispitivanje brisa 1z uSnog kanala
(bris uva) i sekreta iz srednjeg uva

8.1

8.2

Uzorkovanje

Bris uva uzima se tankim brisom koji se uvla¢i u usni kanal kroz
sterilan us$ni lijevak. USna skoljka se povlac¢i nagore i unazad kod
odraslih, a kod djece dole i naprijed.

Kod sumnje na otitis media bris se uzima jedino ako postoji supuracija
tj. perforacija bubne opne. U protivnom se moZe uzeti
nazofaringealni bris. Timpanocenteza se rijetko koristi.

Materijal je najbolje uzeti prije uvodenja antibiotske terapije.

Transportovanje

Sto je prije moguée (najduze za dva ¢asa). Ako je brz transport nemoguc:

8.3

koristiti transportnu podlogu, ili

na dno epruvete ukapati jednu do dvije kapi sterilnog fizioloSkog
rastvora, a bris sa materijalom potisnuti do dna da apsorbuje ukapanu
teCnost. Na ovaj nacin transport moze biti odloZen i za nekoliko sati,
jer je sprije¢eno isusivanje bakterija na $ta su one najosjetljivije. Ovako
pripremljen materijal se uva na sobnoj temperaturi.

Zasijavanje

Preporuka je da se primarna obrada uzoraka vrsi u komori za bezbjedan rad

klase II.

8.3.1

8.3.2

Direktni preparat bojen po Gram-u za sekret iz srednjeg
uva

Kultivacija

selektivni ¢okoladni agar za Haemophilus

krvni agar

endo agar (CLED agar)

podloga za anaerobe sa neomycinom i 5 pg diskom metronidazola
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8.4

8.5

8.6

Inkubacija

Cokoladni agar: u uslovima sa 5-10% CO,, 35-37°C, 40-48 h,
(svakodnevno Citanje)

krvni agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h

endo agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h

podloga za anaerobe: anaerobno, 35 —37° C, 40 — 48 h (do5 dana).

Tumacenje nalaza

Mogu¢i patogeni:

— Streptococcus p haemolyticus gr. A, C, G
— Staphylococcus aureus

—  Streptococcus pneumoniae

— Moraxella catarrhalis

— Pseudomonas spp.

— Haemophilus influenzae

— Enterobakterije

— Anaerobne bakterije (gram “-*)
— Candida spp.

— Aspergillus spp.

Vrlo rijetki uzrocnici:

— Aloicoccus otitidis

— Kaorineformne vrste

— Scedosporium apiospermum.

Mogu¢i kontaminenti iz spolja$njeg usnog kanala:
— Alfa hemoliti¢ne streptokoke

— Bacillus spp.

— Koagulaza negativni stafilokok

— Enterobakterije

IzvjeStavanje

U slucaju da nisu izolovani klini¢ki znacajni mikroorganizmi, izvjestiti:

Izolovana fizioloska mikroflora spoljnjeg usnog kanala.
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9 Ispitivanje brisa oka u slu¢aju
conjunctivitis-a 1 blepharitis-a

9.1

9.2

Uzorkovanje

odstraniti suviSan sekret sterilnom gazom
preostali sekret uzeti sterilnim brisom
ukoliko nema sekreta bris se uzima sa unutrasnje strane donjeg kapka

kod sumnje na hlamidijalnu ili virusnu infekciju oka, materijal se
uzima skrepingom konjunktive (oftalmolog!!!)

materijal sa roznjaCe uzima ljekar oftalmolog u specijalistickoj
ambulanti

posebno uzeti materijal iz desnog i lijevog oka
Transportovanje

Sto je prije moguée (najduze za dva &asa). Ako je brz transport nemogué:

9.3

9.3.1

9.3.2

koristiti transportnu podlogu, ili

na dno epruvete ukapati jednu do dvije kapi sterilnog fizioloSkog
rastvora, a bris sa materijalom potisnuti do dna da apsorbuje ukapanu
teCnost. Na ovaj nacin transport moze biti odlozen i za nekoliko sati,
jer je sprijeceno isuSivanje bakterija na Sta su one najosjetljivije. Ovako
pripremljen materijal se uva na sobnoj temperaturi.

Zasijavanje

Direktan mikroskopski preparat

u slucaju ozbiljnih infekcija oka, kod neonatusa sa “ljepljivim” o¢ima
i od kanalikularnog gnoja

na ¢istim neupotrebljavanim staklima

bojiti po Gram-u

preparat se ne pravi kod blepharitis-a i conjunctivitis-a

Kultivacija

krvni agar (sa stafilokoknom crtom na razrijedenom dijelu)
selektivni ¢okoladni agar za Haemophilus
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e endo agar
Dodatno:
e ako je u pitanju novorodence i na podlogu za izolaciju N. gonorrhoeae
(VCN cokoladni agar)
94 Inkubacija

e Kkrvni agar: u uslovima sa 5-10% CO2, 35- 37° C, 40-48 h
(svakodnevno Citanje)

e selektivni ¢okoladni agar: u uslovima sa 5-10% CO2, 35-37° C, 40-48
h (svakodnevno citanje)

e endo agar- aerobno, 35- 37°C, 16- 24 h

Dodatno:

e VCN cokoladni agar: u uslovima sa 5-10% CO2, 35-37° C, 40-48 h
(svakodnevno ¢itanje)

9.5 Tumacenje nalaza

e U slu¢aju conjunctivitis-a i blepharitis-a patogenima se smatraju:
— H.influenzae
— B hemoliti¢ni streptokok gr. A, B,CiG
— Moraxella spp.
— Streptococcus pneumoniae
— Staphylococcus aureus
— Pseudomonas aeruginosa
— N. gonorrhoeae
— N. meningitidis
— Clamydia trachomatis (obradeno u protokolu za virusoloske i
seroloske procedure)
—  Drugi mikroorganizmi

9.6 IzvjeStavanje

U slucaju da nisu izolovani klini¢ki znacajni mikroorganizmi, izvjestiti:
Izolovana fizioloska mikroflora.
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10 Ispitivanje brisa oka u slucaju drugih
infekcija oka

10.1

10.2

Canaliculitis

Celulitis orbitae

Dacriocystitis

Dacrioadenitis

Keratitis

Endophtalmitis

Hypopyon

Infekcije poslije operacije ili traume

Uzorkovanje

Bris oka - uzorak ograni¢ene vrijednosti
Pravi uzorak - aspirat iz tkiva zahvaé¢enog infekcijom

Transportovanje

Sto prije poslati do laboratorije (anaerobi!) Ako je brz transport nemogu¢:

10.3

10.4

koristiti transportnu podlogu
Zasijavanje

krvni agar sa stafilokoknom crtom

endo agar

selektivni ¢okoladni agar za Haemophilus

podloga za anaerobne bakterije sa 5ug diskom metronidazola

Inkubacija

krvni agar i Cokoladni agar: u uslovima sa 5-10% CO, 35-37°C, 40-48
h (svakodnevno citanje)

endo agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h

podloga za anaerobne bakterije: anaerobno, 35-37°C, 40-48 h (do 5
dana)
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10.5

Tumacenje nalaza

U slucaju dubokih infekcija oka, u brisu oka ili aspiratu, patogenim se
smatraju sve nadene bakterije.

11 Ispitivanje likvora

111

11.2

11.3

11.31

Uzorkovanje

Uzorak likvora se uzima pod najstrozijim uslovima asepse lumbalnom
punkcijom izmedu 3. i 4. lumbalnog prsljena.

Koza se prvo dezinfikuje alkoholom, a potom jodom i ostavi da se osusi
i ponovo obrise alkoholom.

Struéno lice koje obavlja punkciju mora imati na rukama sterilne
hirurske rukavice.

Za bakterioloski pregled likvor se skuplja u sterilnu epruvetu u koli¢ini
1-2 ml (za novorodenc¢ad moze i bilo koji manji volumen).

Najbolje je zasijati likvor odmah kraj bolesnickog kreveta.

Transportovanje

ako je neophodan transport, on ne smije biti duzi od 2 sata, pri tome se
epruveta sa likvorom drzi stisnuta u ruci, a po potrebi se ruka sa
epruvetom stavlja pod pazuh da bi se obezbjedila potrebna temperatura
za prezivljavanje bakterija; preporucuje se transportni termostat

ukoliko likvor mora da saceka transport Cuva se u termostatu na 35-37°
C (nikako u frizideru)

Zasijavanje

Direktan mikroskopski preparat

upotrebiti nova, nekoris¢ena stakla, koja se drze u alkoholu, a prije
upotrebe isperu destilovanom vodom, osus$e i provuku kroz plamen.

praviti dva preparata: jedan se boji po Gramu, a drugi metilenom
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e za pravljenje preparata koristiti sediment sa dna epruvete nakon
centrifugiranja (ne razvlaciti kap nanesenu na staklo)

e nakon suSenja na vazduhu, preparate fiksirati prelivanjem 95-100%
metil alkoholom koji se ostavi na preparatu 1 minut, odlije, a preparat
se ponovo susi na vazduhu. Alternativa je brzo provlacenje preparata 3
puta kroz plamen (nakon toga kada se dodirne rukom poledina stakla
treba da je blago zagrijana - ne vruca)

e Kod sumnje na Cryptococcus neoformans, uzeti jednu kap likvora sa
dna epruvete i dodati jednu kap 50% indijskog tusa i pokriti pokrovnim
staklom.

Likvor centrifugirati 5 minuta na 3000 obrtaja/min. Supernatant odliti
sterilnom Pasterovom pipetom u drugu sterilnu epruvetu, a sediment lagano
izmjeSati na vorteks aparatu ili vrteéi epruvetu u ruci i koristiti za pravljenje
preparata i zasijavanje (po jedna kap sedimenta na dva predmetna stakla za
preparat i po jedna kap za zasijavanje podloga).

11.3.2 Kultivacija

e mozdanosrcani infuzioni krvni agar sa stafilokoknom crtom
e obogaceni cokoladni agar
e tecni Muller-Hinton sa X i V faktorima rasta ili moZdano-srcéani
infuzioni bujon sa X i V faktorima rasta - presijava se nakon inkubacije
na mozdano-sr€ani infuzioni krvni agar sa stafilokoknom crtom i
obogaceni cokoladni agar
Prije zasijavanja likvor i podloge se drZe u termostatu na 37° C pola
sata.
Zasijavanje se obavlja tako Sto se sterilnom pipetom ili ezom sa dna
epruvete uzme po jedna kap taloga i nanese na svaku od podloga. Podloge staviti
u termostat da se kap osusi, a potom razvuci materijal ezom po podlozi.

11.4 Inkubacija

e sve zasijane podloge: u uslovima sa 5-10% CO., 35-37° C, 40-48h
(svakodnevno ¢itanje)

11.5 Tumacenje nalaza

e patogenim se smatraju sve nadene bakterije
Za detekciju solubilnih antigena u likvoru bakterija koje su najcesci
uzro¢nici meningitisa (N.meningitidis A, B, C, Streptococcus pneumoniae i H.
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influenzae) radi se komercijalni lateks aglutinacioni test. Test se izvodi prema
uputstvu proizvodaca, a koristi se u sljede¢im slu¢ajevima:
e kod pacijenata sa imunodeficijencijom kod kojih leukociti mogu
nedostajati u likvoru, uprkos postojanju infekcije
e pacijenti tretirani antibioticima prije nego je uzet likvor na ispitivanje
U izvjestaju sa negativnim rezultatom staviti napomenu: Postoji mogucénost
laZno negativnog rezultata.

11.6 IzvjeStavanje

U slucaju negativnog rezultata, izvjestiti: Zasijane podloge ostale su
sterilne
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12

12.1

Ispitivanje krvi (hemokultura)

Uzorkovanje

e krv se uzima iz kubitalne vene pod uslovima najstroze asepse (kod

odojc¢adi i male djece iz temporalne vene)

e prije venepunkcije kozu dezinfikovati alkoholom, pa jodom koji se

ostavi da se osusi, pa ponovo obriSe alkoholom

e venepunkciju obavezno obavljati koristeci sterilne rukavice

e uzima se 10-30 ml za odrasle, 1-5 ml za djecu (prema tjelesnoj masi)
Idealno je uzimanje uzorka krvi 30 minuta pred o¢ekivani skok temperature

$to Cesto nije moguce primijeniti zbog nepredvidljivih skokova temperature.

Zavisno od razliCitih uslova i situacija treba se pridrzavati sljedecih

preporuka:

u akutnim febrilnim bolestima kao $to su meningitis ili bakterijska
pneumonija, gdje moze biti neophodno odmah ukljuciti empirijsku
antibiotsku terapiju, ili ako se radi o pacijentima sa infekcijama kao $to
su osteomijelitis ili supurativni artritis koji su bili podvrgnuti hitnoj
hirurskoj intervenciji, uzimaju se dva odvojena uzorka iz dvije ruke,
istovremeno, tj. neposredno jedan za drugim.

ako je nepoznat uzrok febriciranju, uzimaju se dva uzorka krvi u razmaku
od 45 do 60 minuta. Na ovaj nacin se moze pokusati razluciti da li postoji
kontinuirano ili povremeno rasijavanje mikroorganizama u krvotok. Nova
dva uzorka krvi na isti nain mogu biti uzeta nakon 24 do 48 h poslije
prvog uzorkovanja, ukoliko se za tim ukaze potreba.

u sluéajevima akutnog infektivnog endokarditisa, uzimaju se tri uzorka iz
tri odvojene venepunkcije u prvih 1 do 2 sata od postavljanja dijagnoze,
a potom se zapocinje terapija. Kod sumnje na subakutni bakterijski
endokarditis prvog dana se uzimaju tri odvojena uzorka krvi sa razmakom
od najmanje 30 minuta. Ukoliko se dobije negativan nalaz, uzimaju se dva
nova uzorka narednih dana. Kada su rezultati hemokultura negativni,
uprkos postojanju jasnih klini¢kih znakova i simptoma bolesti, klini¢ar
treba da mikrobiologu na to skrene paznju, kako bi se u ispitivanju
naredne hemokulture primjenile obogac¢ene podloge.

Uobicajena je praksa da se pri svakoj venepunkciji uzme krvi dovoljno za

dvije hemokulture: jednu koja ¢e se inkubirati aerobno i drugu koja ¢ée se
inkubirati anaerobno. Preporuka je za odrasle da minimalni volumen po jednoj
hemokulturi bude 10 ml krvi.
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12.2

12.3

Transportovanje

krv zasijati uz postelju bolesnika, a ako je to nemoguce, dodati u
epruvetu sa krvlju sterilan antikoagulans odmah po uzimanju i
transportovati bez odlaganja

zasijane podloge drZati u termostatu do transporta (nikako u frzideru)

Zasijavanje

Krv za hemokulture se dodaje podlozi u razmjeri 1:5 ili 1:10 kako bi se
razblazili postojeci antibiotici i druge antibakterijske supstance u uzorku.

Koristiti komercijalne gotove podloge za hemokulture. Moguée je
koriS¢enje i podloge za automatizovane sisteme za ispitivanje hemokultura uz
odgovarajuéu aparaturu i prema uputstvu proizvodaca.

12.4

Supkultivacija

Pozitivnost hemokulture registrovati prema uputstvu proizvodaca gotove
komercijalne podloge.
Pozitivnu hemokulturu presijati na:

12.5

12.6

Krvni agar sa stafilokoknom crtom

Podloga za anaerobe sa diskom 5 pg metronidazola (na ovu podlogu
presijava se pozitivna bocica za anaerobnu hemokulturu)

Inkubacija

Krvni agar sa stafilokoknom crtom: u uslovima sa 5-10% CO,, 35-
37°C, 40-48h (svakodnevno Citanje)

Podloga za anaerobe: anaerobno, 35-37°C, 40-48 h (do 5 dana)

Tumacenje nalaza

Izvjestava se bilo koji izolovani organizam uz komentar o klinickom
znacaju kada postoji sumnja

Sumnja u klinicki znacaj izolata postoji kada su izolovani razliciti
mikroorganizmi u parnom uzorku hemokulture, ili ako je jedan uzorak
iz para sterilan — u takvim sluCajevima se u napomeni sugerise
klinicarima da ponove analizu
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e Kad se iz jedne hemokulture izoluju 2 ili viSe bakterijskih vrsta koje su
mikroflora koZe, preporucuje se ponavljanje analize uz naznaku da je
hemokultura kontaminirana

12.7 IzvjeStavanje

U slu€aju negativnog rezultata, izvjestiti: Zasijane podloge ostale su sterilne
nakon ... dana inkubacije.
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13 Ispitivanje intravaskularne kanile i

13.1

13.2

sli¢nih uzoraka

Uzorkovanje

vrh kanile: dezinfikovati kozu oko mjesta insercije kanile, odstraniti
kanilu na asepti¢an nacin, i odsjeci sterilnim makazama vrh kanile
duzine 4 cm u sterilnu posudu (ovaj uzorak daje validne informacije,
ali zahtijeva uklanjanje kanile $to moze ponekad dovesti do gubljenja
prilaza veni)

brisevi-mogu se Koristiti brisevi sa mjesta insercije kao alternativni
uzorci, ali rutinsko ispitivanje kod asimptomatskih pacijenata moze
imati sumnjivu vrijednost. Korisno je jedino kad postoji klinicki
dokazana lokalna infekcija. Bris koze oko CVK ili ¢vora (HUB) kanile
moze se koristiti za prognoziranje infekcije na mjestu insercije kanile.

Transportovanje

Sto je prije moguée (najduze za dva ¢asa). Ako je brz transport nemogué za

briseve:
[ ]

13.3

koristiti transportnu podlogu, ili

na dno epruvete ukapati jednu do dvije kapi sterilnog fizioloSkog
rastvora, a bris sa materijalom potisnuti do dna da apsorbuje ukapanu
te¢nost. Na ovaj nacin transport moze biti odlozen i za nekoliko sati,
jer je sprije¢eno isusivanje bakterija na $ta su one najosjetljivije. Ovako
pripremljen materijal se uva na sobnoj temperaturi.

Zasijavanje

Tehnike koje se koriste za dijagnozu lokalne ili sistemske infekcije povezane sa
kanilom ukljucuju:

semikvantitativnu i kvantitativnu kultivaciju segmenata kanile
bujon kultivacija segmenata kanile, posebno vrha

bojenje kanile

kultura krvi aspirirana kroz i.v. kanilu

kultura ¢vora (eng. hub) kanile
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e kultura mjesta insercije kanile
e ultarsonikacija kanile

13.3.1 Semikvantitativna metoda

e Krvni agar

Kultura spoljne povrsine kanile primjenjuje se za predvidanje koji kateteri
su zaista inficirani i mogu da uzrokuju infekciju krvi. Krajnih 4 cm segmenta
kanile (uzetih pod strogo asepti¢nim uslovima) kotrlja se preko Citave povrSine
agar ploce 5 puta i broje se izrasle kolonije. “Cut off” preko 15 kolonija bilo kog
organizma je najceS¢e prihvatljiv za prognoziranje pojave sepse uzrokovane
kanilom. (Medutim, u praksi ovaj cut off mozZe biti suvise nizak ako se ne
primjenjuju stroge mjere opreza pri uklanjanju kanile, gdje cut off veci od 100
kolonija moZze biti vise odgovarajuci).

13.3.2 Kvantitativha metoda

Ova metoda daje informacije i o unutrasnjoj i o spoljasnjoj povrsini kanile.
Cut off od 1000 cfu/ml se koristi kao indikator sepse.
Ova metoda je veoma zahtjevna i ne preporucuje se njena rutinska primjena
u ovom SOP-u. Ove metode su podjednako efikasne u predvidanju odsustva
infekcije.
13.3.3 Obogacéena metoda

Krajnji segment kanile se stavlja u obogaceni bujon. Ova metoda ne
razlikuje kolonizaciju, infekciju ili kontaminaciju kanile i ne proporucuje se u
ovom protokolu.

13.3.4 Metoda “endoluminal brush”

Smatra se preciznom metodom za detektovanje sepse povezane sa
kateterom bez potrebe uklanjanja katetera.

13.3.5 Brza dijaganosticka metoda

Bojenje kanile (ili uzimanje otiska kanile) po Gramu ili sa Acridine orange.

13.4 Inkubacija

e Kkrvni agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h
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13.5 Tumacenje nalaza (za semikvantitativhu metodu)

e Mikroorganizmi koji se najcesce izoluju:
— Koagulaza negativni stafilokoki
—  Staphylococcus aureus ukljucujuci MRSA
— Enterobacteriaceae
— Pseudomonas
— Enterococcocus
— Corynebacterium species
— Streptococcus
— Bacillus species
— Mogu se izolovati i gljivice: Candida albicans i dr. kvasnice,
Aspergillus species, Fusarium species.

13.6 IzvjeStavanje

13.6.1 Kanila

e lzvjestiti broj CFU izolovanog mikroorganizma uz napomenu: npr.
porast =15 CFU moze biti povezan sa sistemskom infekcijom u vezi sa
kanilom ili moze biti povrSinska kolonizacija ili kontaminacija - treba
uzeti u obzir rezultat hemokulture.

13.6.2 Brisevi

e lzvjestiti kakav je intenzitet porasta (masovan, umjeren ili oskudan) uz
napomenu koja ¢e uzeti u obzir da li postoji ili ne lokalna infekcija.
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14 Ispitivanje fecesa (koprokultura)

14.1

14.2

Uzorkovanje

Feces se uzima neposredno poslije defekacije. Pacijenta savjetovati da
defekaciju obavi u no¢nu posudu, opranu deterdZentom i dobro ispranu
(ne mora biti sterilna). Iz noéne posude prebaciti u kontejner sa
poklopcem, 1-2 g fecesa (veli¢ina ljeSnika), pri ¢emu treba birati
sluzave, gnojave i krvave djelove, ako ih ima.

Kod odojc¢adi feces se uzima sa pelene na isti nacin kao kod odraslih.
Rektalni bris treba uzimati samo u izuzetnim slucajevima, tj. kada je
nemoguce dobiti feces.

Dobra praksa — davanje pisanog uputstva pacijentima.

Transportovanje

Transport do laboratorije treba obaviti u roku od 2 sata, a u protivnom
uzorak se konzerviSe puferisanim glicerolom (pomijesati jednake
dijelove 0,033 M natrijum ili kalijum fosfatnog pufera i glicerola).

U slucaju negativnog nalaza analizu treba ponoviti jo§ 2 puta, da bi se

mogao iskljuciti eventualni patogen.

14.3

14.4

Zasijavanje

2 SS agara (Salmonella, Shigella, Yersinia enterocolitica)
selenit F bujon (Salmonella, Shigella)

sorbitol agar (EPEC 0O:157 H:7)

selektivna podloga za kampilobakter

Inkubacija

SS agar: aerobno, 35-37° C, 16-24 h

SS agar: aerobno, sobna temperatura, 16-24 h

Selenit F bujon: aerobno, 35 - 37°C, 8-12 h, a potom presijati na SS
agar koji se inkubira aerobno, 35 - 37°C, 16-24 h

sorbitol agar: aerobno, 35 - 37°C, 16-24 h

selektivna podloga za kampilobakter: mikroaerofilni uslovi, 42-43°C,
40-48 h.
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145 Tumacenje nalaza

e Moguci patogeni:
— Salmonella spp.
— Campylobacter spp.
— Shigella spp.
— Yersinia enterocolitica
— Escherichia coli O:157; H:7
— Clostridium difficile (ispituje se po posebnom protokolu)
— Vibrio cholerae (vidi protokol 13.1)

14.6 Izvjestavanje

U slucaju da nisu izolovani klinicki znacajni mikroorganizmi, izvjestiti:
Kulturom nisu izolovane Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter spp.,
Escherichia coli O:157; H:7, Yersinia enterocolitica.
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15 Koprokultura za izolaciju
Vibrio cholerae

Ne radi se u rutinskoj dijagnostici ve¢ prema epidemioloskim indikacijama!

15.1 Zasijavanje

e alkalna peptonska voda (APV)
e TCBS

15.2 Inkubacija

e APV: aerobno, 35-37°C, 8 h, nakon Cega presijati APV na TCBS
e TCBS: aerobno, 35-37°C, 16-24 h

15.3 IzvjeStavanje

e Vibrio cholerae nije naden.
e Vibrio cholerae je naden.
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16 Ispitivanje urina (urinokultura)

16.1

Uzorkovanje

Optimalno vrijeme je prije primjene antimikrobne terapije.

16.1.1 Metodi uzimanja:

srednji mlaz urina (MSU) preporuc¢eni metod za rutinsku praksu.
Nakon pranja anogenitalne regije sa dosta vode (bez upotrebe
dezinficijensa), prvi dio Cistog urina se odbaci i bez prekidanja mlaza,
oko 10 ml se sakupi u sterilnu posudu. Ako se koristi borna kisjelina
posuda se puni do oznake i sadrzaj dobro promucka

clean - catch urin (CCU) dobra alternativa MSU. Preporucuje se
potpuno pranje periuretralnog predjela. Cijeli uzorak se sakuplja u
sterilnu posudu i Salje na ispitivanje

suprapubi¢ni aspirat (SPA) urin se uzima asepti¢no, direktno iz
besike, aspiriranjem iglom i Spricem

urin iz katetera (CSU) moze se dobiti jednom kateterizacijom / “in
and out”/, ili iz stalnog katetera

urin iz kese — sterilna kesa se pri¢vrsti preko svjeze opranih i osuSenih
genitalija, a sakupljeni urin se prenosi u sterilnu posudu sa poklopcem
filter papir — poslije detaljnog pranja genitalija i okolne koze, filter
papir se stavlja u pelenu. Cim se ovlazi, vrhom $prica se izvude urin i
prebaci u sterilnu posudu

urin iz urostome — dobija se preko sterilnog katetera koji asepti¢no
ulazi kroz urostomu

urin uzet cistoskopijom

urin iz uretera — uzet u toku cistoskopije pomocu ureternog katetera
uzorci za dijagnozu prostatitisa — su sljedeci:

— prvih 5 -8 ml urina (uretralni urin)

— srednji mlaz urina (iz besike)

— sekret prostate poslije masaze prostate

— prvih 2 - 3ml urina poslije masaze prostate

urin za S. typhi i S. paratyphi - uzima se bilo koji urin suspektnih
slucajeva ili kontakta

rani jutarnji urin (EMU) - tri cijela, prvoizluéena prva jutarnja urina
su potrebna za kultivisanje M. Tuberculosis
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16.2 Koli¢ina uzorka

e najmanje 1 ml uzorka u sterilnu posudu sa poklopcem
e napuniti do linije oznacene na posudi sa bornom kisjelinom

16.3 Transportovanje

Vrijeme izmedu uzimanja i obrade uzorka:
e do4h-ako je moguée
e o 48 h - propadanje uzorka se izbjegava hladenjem

e do 96 h - uzorak se uzima u sterilan, zatvoren kontejner sa 1-2%
bornom kisjelinom

16.4 Zasijavanje

Preporucene podloge i vrijeme inkubacije dati su u tabeli br.5
Rucni metod - kalibrisanom ezom, zasijavanje povrsinskim linijama.
e pazljivo promuckati urin da se izbjegne pjenuSanje
e uroniti kraj sterilne, kalibrisane eze (1ul, 2ul, 10ul) u urin odmah ispod
povrsine i izvudi vertikalno vodeci racuna da ne bude urina van omce
e inokulisati podlogu i razvu¢i, najvise 2 uzorka na plo¢i prec¢nika 9 cm,
ezom od 10 pl
e Broj bakterija u 1 ml urina se odreduje prema tabeli br.3

TABELA 3. Vodi¢ za odredivanje broja bakterija u 1 ml urina ruénim metodom /
kalibrisanom ezom / i multipoint metodom /

Broj cfu koriste¢i inokulum od

cfu/ml 0.3 ul 1 ul 2 ul 5ul 10 pl
1000 - - - 5 10

10 000 3 10 20 50 100

100 000 30 100 200 500 1000

Filter papir metod — ovaj metod je senzitivan za ispitivanje urina sa vise od 10
000 cfu/ml

e uroniti komercijalno pripremljen sterilan filter papir u urin do oznake

e odstraniti suvi$ni urin prevla¢enjem ivice filter papira uz stranu posude
sa urinom i pustiti da se preostali urin apsorbuje u papir prije
inokulacije podloge

e pritisnuti papir na agar nekoliko sekundi

e Broj bakterija u 1 ml urina se odreduje prema tabeli br.4.
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TABELA 4. Vodi¢ za odredivanje broja bakterija u 1 ml urina filter papir metodom

Broj poraslih kolonija

Bacili Koke Odgovarajuéi cfu/ml
0-5 0-8 >10 000
5-25 8-30 10 000 — 100 000
>25 >30 >100 000

Multipoint metod - SPA, drugi hirurski uzeti urini i urini u kojima se oc¢ekuje
manje od 100 cfu/ml
e inokulisati 100 pl (0.1 ml) uzorka asepti¢no na cijelu Endo agar (CLED
agar) plo¢u
e 7a izolaciju pojedinacnih kolonija, razvuéi inokulum sterilnom ezom
ili Stapi¢em po cijeloj povrsini ploce
e cfu/ml = broj poraslih kolonija x10
e Broj bakterija u 1 ml urina se odreduje prema tabeli br.3

16.5 Posebne situacije

Sumnja na crijevne groznice
e pazljivo dodati jednaku koli¢inu (5 - 10 ml) necentrifugiranog urina u
5 - 10 ml dvostruke koncentracije manitol selenita.

Odredivanje antimikrobnih supstanci
e plocu sa B. subtilis, E. coli ili S. aureus inokulisati ispitivanim urinom
(B. subtilis je pogodniji zbog svoje osjetljivosti na Siri spektar
antibiotika. Ovu plocu zasijati poslednju, da se izbjegne zagadenje B.
subtilis-om)

16.6 Inkubacija

TABELA 5. Podloga, uslovi i o¢ekivani organizmi

Klini¢ki | Standardna Inkubacija _ Otekivani oreanizam
detalji | podloga | oc | atmos | reme &
mtanje
Enterobacteriaceae
Enterococci
CLED agar aerobn 16- Lancfield Group B. streptokoka
IuT /endo agar / | 35-37 >16h | Pseudomonas
: 0 24 h .
krvni agar S. saprophyticus
Druge koagulaza neg. staf
S. aureus
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Klini¢ki | Standardna Inkubacija _ Otekivani oreanizam
detalji podloga oc | atmos. Vrijeme Vall organiz
Citanje
E:&Stru'(a aerobn 16-
- 35-37 0 24 >16
manitol
Crijevne | selenit S. typhi
groznice | bujona S. paratyphi
l . -
subkultura 35-37 aergbn 123 >16
na SS
Za situacije:
Susp.
gljivicna | S3P0UraUd | 35 57 | aerobno | 40-48 | >40 Gljivice
e o agar
infekcija
MH agar
Ispitivanje sa B
rri)sustvaJ subtilis
Prisusi . (vise 35-37 | aerobno | 16-24 | > 16 Antimikrobne supstance
antimikrobnih
- uzoraka
supstanci . .
na jednoj
ploci)
) Podloga
S_ter!lna za 35-37 | aerobno | 40-48 | >40 Anaerobi
piuria anaerobe
Nema
antimikr. .
1 - 0,
sredstava | Cokoladni | 55 37 | 5-10% | 45 45 | 5 49 Osjetljivi organizmi
agar CO2
16.7 Tumacenje nalaza
Tumacenje nalaza dato je u tabeli br.6.
TABELA 6. Tumacenje nalaza urinokulture
L . . Potreban
Porast Broj :,Zg'tc;"an'h UIC')'?I( Klinicki | Tumatenje test Sugestiie
cfu/ml . . detalji rezultata osjetljivost gest)
mikroorganizama a i
Ponoviti
ako je
uzorak star
. ili nema
>100.000 | 1 Svi Nema VJelrfJ"Tat”a Da piurije.
Ako je iz
kese
predloziti
SPA, CCU.




52

Nacionalne smjernice dobre klinicke prakse

i : : Potreban
Porast Broj :/z&ltc;vanlh u-zr(l)rlfk Klinicki Tumacenje test Sugestiie
cfu/ml . . detalji rezultata osjetljivost gesty
mikroorganizama a i
MSU, - Mogu_ca I_L_JT N
- kolonizacija Ponoviti
ceu, Le ako je los Da zbo
SCU, | Simptomi 0)elose g
ilo koii BAG uzimanje ili potvrde
Bilo ©J ' transport
organizam u
2 Emju i Ne - Guvati | Razmotriti
;ig%ggo H Stalni plo¢u 5 ako pacijent
: csu kateter Vjerovatna dana ako ima stalni
Neurolosk | Kkolonizacija pacijent kateter ili
a besika postane zahtijeva
septi¢an terapiju
Ponoviti
ako je
1 organizam uzorak star
S Da, -
2 predominira u redomin- ili nema
ili | broju Svi Nema | Moguéa IUT gntan piurije
3 >100.000 ili oraanizam Ako je iz
>10.000 g kese
predloziti
SPA, CCU
E/[r?:r;zm rast Nepravilno Ponoviti —
>3 - Svi Nema uzimanje ili Ne ako ima
dominantnog transport simptome
soja p p
1 Le Vjerovatno Ponoviti
Svi - . ! Da zbog
Simptomi T
potvrde
Vjerovatno
UT Da
1 . Le _ | predominan- predomin- | Ponoviti ili
predominan- Simptomi tnom vrstom antni SPA / CCU
tan u >10.000 Djeca Drugi izolat .
f organizam
vjerovatno
10,000 — 2 Svi kontamin-acija
100.000 .
1 <10.000 Jesana
ili u 10.000- Vjerovatna - '
100.000 ali ne Nema | | ontamin-acija Ne vjerovatno
o kontamin-
dominira -
acija
Vijerovatno Ne — llz/illljtisrznf
>3 1 predominira Svi Le IUT Cuvati onoviti
- u >10.000 Simptomi dominantnim ploge do 5 gko ima
sojem dana -
simptome
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- - - Potreban
Porast Broj :lzlf)sltcgvanlh uIc;Fer Klini¢ki Tumadenje test Sugestiie
cfu/ml . . detalji rezultata osjetljivost gesty
mikroorganizama a i
Stalni Ne — Razmotriti
Sve Katete | kateter Kolonizaciia Cuvati ako je
kombinacije r Neurolosk ) plo¢edo 5 | potrebna
a besika dana terapija
MSU, ?Ge_i_rcivatna
CCu, Ponoviti da
1 potrebna Da -
Csu, 9 L se potvrdi
IL Zene sa klinic¢ka
1.000 simptom- ispitivanja
: ima
10.000 Svaka vrsta > Prostatitis | Vjerovatna
1000 Le IUT - L
2 | ukljucujuci E. Svi potrebna Da Ponoviti Qa
A o se potvrdi
coli ili klinicka
S. saproph ispitivanja
1 Nema XJJeTrovatno Da
Svaki .
100 — 2 | organizam > gPY'Aé' Le ?G?I_rovamo Da
100 '
10.000 scu
Da, Mijesani
=3 1 organizam Le Vijerovatno predomin- rasjtesa
- >1000 IUT antan L
- ponoviti
organizam
Nema ili je
paclient | Nema IUT
asimptom-
<1000 ezom atiéan
Nemma od 1 pl Svi Pacijent na
porasta < 100 ezom Simptom- | antibioticima ? —
od 10 ul atski Moguéa dal%
perzisten- Chlamydia is :tivan'e
tna piurija | Osjetljivi P )
organizmi

MSU - Srednji mlaz, CCU — clean catch, BAG — urin iz kese, SPA — suprapubicni aspirat, CSU — kateter,
SCU - jedna kateterizacija CYS — cistoskopski urin
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17 Ispitivanje vaginalnog brisa

17.1

17.2

Uzorkovanje

Uz pomo¢ spekuluma brisom se uzima sekret zadnjeg forniksa vagine.

Transportovanje

Sto je prije moguée (najduze za dva ¢asa). Ako je brz transport nemoguc:

17.3

1731

koristiti transportnu podlogu, ili

na dno epruvete ukapati jednu do dvije kapi sterilnog fizioloskog
rastvora, a bris sa materijalom potisnuti do dna da apsorbuje ukapanu
teCnost. Na ovaj nacin transport moze biti odloZen i za nekoliko sati,
jer je sprijeCeno isuSivanje bakterija na $ta su one najosjetljivije.
Ovako pripremljen materijal se Cuva na sobnoj temperaturi.

Zasijavanje

Direktan mikroskopski preparat

dva mikroskopska preparata — jedan bojen po Gram-u; drugi za neko
od dodatnih bojenja, po potrebi

izvjestiti o postojanju blastospora, leukocita i eventualnom prisustvu
intracelularnih Gram «-« diplokoka

izvjestiti opisno uocene mikroorganizme

izvjestiti 0 postojanju «clue» ¢elijai

izvjestiti da 1i mikroskopski preparat sugeriSe bakterijsku vaginozu
(BV) — na osnovu jedne od dvije Seme:
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Sema po Nugentovim kriterijumima:
LAKE(R)g;]O\CIL BROJ BROJ
At PO REZULTAT GARDNERELL REZULTA MOBILUNCUS REZULTA
VIDNOM A* PO VIDNOM T § PO VIDNOM T
POLJU POLJU
POLJU
> 30 0 >30 4 > 30 4
5-30 1 5-30 3 5-30 3
2-4 2 2-4 2 2-4 2
1 3 1 1 1 1
Nijedan 4 Nijedna 0 Nijedan 0
Zbir sva 3 rezultat 0 — 3 fizioloska mikroflora
Zbir sva 3 rezultat 4 — 6 djelimi¢no izmjenjena mikroflora: ukazuje na mogucu BV; na
osnovu klini¢kih kriterijuma ponovo poslati na analizu radi potvrde
BV
Zbir sva 3 rezultat 6 — 10 izmjenjena mikroflora: indikovana bakterijska vaginoza

tLactobacillus - veliki gram pozitivni bacili
*Gardnerella vaginalis - mali gram labilni bacili

§Mobiluncus - savijeni gram negativni ili gram labilni bacili

I»cluex Celije su epitelijalne Celije prekrivene Gram varijabilnim kokobacilima i bacilima (slika br.1)

SLIKA 1. Preparat bojen po Gram-u: «clue» ¢elija
(Izvor: http://pedagogie.ac-montpellier.fr/Disciplines/sti/biotechn/frottisvaginal.htm)


http://pedagogie.ac-montpellier.fr/Disciplines/sti/biotechn/frottisvaginal.htm
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Sema po Hejsovim kriterijumima:

Fizioloska . e
| stepen mikroflora preovladava Lactobacillus (Gram pozitivni Stapici)
Djelimi¢no mijeSani laktobacili sa drugim morfotipovima bakterija; na
Il stepen AT e gt 1 e e . . .
izmijenjena osnovu klini¢kih kriterijuma ponovo poslati na analizu radi
mikroflora potvrde BV
Izmicniena malobrojni ili potuno odsutni laktobacili, ali veliki broj
111 stepen mikjroffora Gram labilnih kokobacila tipa Gardnerella vaginalis i

drugih morfotipova bakterija; ukazuje na BV

17.3.2 Kultivacija

e Kkrvni agar
e endo agar

17.4 Inkubacija

e Kkrvni agar: aerobno, 35 - 37°C, 16-24 h
e endo agar: aerobno, 35 - 37°C, 16-24 h

17.5 Tumacenje nalaza

e TFiziolo$ka mikroflora: Lactobacillus — ne referise se
e Oportunisticka flora:

Gardnerella vaginalis — kultivise se po potrebi, samo kod trudnica
Streptococcus agalactiae

Anaerobne gram negativne bakterije — ne kultivisu se rutinski
Candida spp.

Staphylococcus aureus

Enterococcus spp.

Enterobakterije

e Moguci patogeni:

Trichomonas vaginalis — ispitivanje posebno opisano u ovom
poglavlju

Candida spp.

Neisseria gonorrhoeae

Streptococcus f§ haemolyticus grupa A, C i1 G
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17.6

IzvjeStavanje

U slucaju da nisu izolovani klini¢ki znacajni mikroorganizmi, izvjestiti:
Izolovana fizioloska mikroflora.

18 Ispitivanje cervikalnog brisa

18.1

18.2

18.3

Uzorkovanje

Cervikalni bris se uzima iz endocervikalnog kanala nakon uklanjanja

sluzi sa povrSine grlica materice tupferom ili ve¢im brisom. Vrh

manjeg dakronskog brisa se uvucée nekoliko milimetara u cervikalni

kanal, zarotira kako bi se dobile cervikalne celije i eksudat i pazljivo

izvuce van, vodeci racuna da se pri tome ne dodirnu zidovi vagine

Ukoliko se istovremeno ispituje na prisustvo mikoplazmi i hlamidija

redosljed je sljedeci:

—  Prvi bris — za kulturelno ispitivanje bakterija (osim mikoplazmi i
hlamidija)

— Drugi bris — za kulturelno ispitivanje mikoplazmi

— Tredi bris — za ispitivanje prisustva hlamidijalnih antigena (DIF ili
ELISA)

Transportovanje

Ukoliko se ne zasijava odmabh, transportuje se u transportnoj podlozi.

Zasijavanje

18.3.1 Direktan mikroskopski preparat

dva mikroskopska preparata — jedan bojen po Gram-u; drugi za neko
od dodatnih bojenja, po potrebi

izvjestiti 0 postojanju blastospora, leukocita i eventualnom prisustvu
intraceularnih Gram «-« diplokoka

izvjestiti opisno uocene mikroorganizme
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18.3.2

18.4

18.5

Kultivacija

krvni agar
endo agar
VCN cokoladni agar

Inkubacija

krvni agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h
endo agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h

VCN ¢okoladni agar: u uslovima sa 5-10% CO,, 40-72 h (svakodnevno
citanje)

Tumacenje nalaza

Mogu¢i patogeni:

— Neiserria gonorrhoeae

— Chlamydia trachomatis (obradeno u protokolu za virusoloske i
seroloske analize)

— Mycoplasma hominis

— Ureaplasma urealyticum

Drugi mikroorganizmi koji mogu biti znacajni:

—  Streptococcus B haemolyticus

— Druge streptokoke

— Enterococcus spp.

— Enterobakterije

— Haemophilus spp.

— Listeria spp.

— Pseudomonas spp.

— Staphylococcus aureus

— Gljivice.

Moguéi patogeni kod Zena sa puerperalnom sepsom, sepsom poslije
abortusa, kod pelvi¢ne upalne bolesti i kod trudnica.
— Staphylococcus aureus

— Streptococcus f haemolyticus

— Enterococcus spp.

— Enterobakterije

— Anaerobne Gram negativne bakterije

— Clostridium spp.

— Listeria monocytogenes
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18.6

Izvjestavanje

Ukoliko nije uocen porast mikroorganizama izvjestiti: Zasijane podloge ostale su

sterilne.

19 Ispitivanje uretralnog brisa

19.1

19.2

Uzorkovanje

Pacijentu se savjetuje da najmanje 2 h prije uzimanja uretralnog brisa

ne urinira.

Kod sumnje na gonoreju, moze biti od koristi uzimanje uzorka prije

prvog jutarnjeg uriniranja.

Ukoliko postoji spontana sekrecija, uzima se kap sekreta pomocu brisa.

Ako nema vidljive sekrecije, treba obrisati okolinu uretralnog otvora

brisom natopljenim sterilnim fizioloskim rastvorom, a potom malim

urogenitalnim dakronskim brisom uéi u uretralni kanal 2-4 cm i

ostaviti ga par sekundi kako bi se natopio eksudatom.

Kod sumnje na hlamidijalnu infekciju sterilan bris se uvlaéi u uretru 2-

4 cm i rotira 10-tak sekundi kako bi se dobilo $to vise epitelnih ¢elija

iz uretralnog kanala.

Ukoliko se istovremeno ispituje na prisustvo mikoplazmi i hlamidija

redosljed je sljedeci:

— Prvi bris — za kulturelno ispitivanje bakterija (osim mikoplazmi i
hlamidija)

— Drugi bris — za kulturelno ispitivanje mikoplazmi

— Tredi bris — za ispitivanje prisustva hlamidijalnih antigena (DIF ili
ELISA) — obradeno u protokolu za virusoloske i seroloske analize

Transportovanje

Ukoliko se ne zasijava odmah, bris se transportuje u transportnoj
podlozi
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19.3

19.3.1

19.4

19.5

Zasijavanje

Direktan mikroskopski preparat

dva mikroskopska preparata — jedan bojen po Gram-u; drugi za neko
od dodatnih bojenja, po potrebi

izvjestiti o postojanju blastospora, leukocita i eventualnom prisustvu
intraleukocitarnih Gram «-« diplokoka

izvjestiti opisno uoc¢ene mikroorganizme

Kultivacija

krvni agar
endo agar
VCN cokoladni agar

Inkubacija

krvni agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h
endo agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h

VCN ¢&okoladni agar: u uslovima sa 5-10% CO,, 40-72 h (svakodnevno
citanje)

Tumacenje nalaza

Moguci patogeni:

— Neisseria gonorrhoeae

— Chlamydia trachomatis — obradeno u protokolu za virusoloske i
seroloske analize

—  Streptococcus pyogenes

— Trichomonas vaginalis

— Ureaplasma urealyticum

— Mycoplasma hominis

Drugi mikroorganizmi koji mogu biti znacajni:

— Streptococcus p haemolyticus

— Druge streptokoke

— Enterococcus spp.

— Enterobakterije

— Haemophilus spp.

— Listeria spp.

— Pseudomonas spp.

— Staphylococcus aureus, gljivice.
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19.6 IzvjeStavanje

U slucaju da nisu izolovani klinicki zna¢ajni mikroorganizmi, izvjestiti: Izolovana
samo fizioloska mikroflora.

20 Ispitivanje prisustva genitalnih
mikoplazmi

20.1 Uzorkovanje

e Moze se koristiti vaginalni, cervikalni ili uretralni bris

20.2 Zasijavanje

e Gotove komercijalne podloge za izolaciju mikoplazmi — transport,
inkubacija i tumacenje rezultata — prema uputstvu proizvodaca
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21 Identifikacija Staphylococcus spp.

21.1

21.2

21.3

Uvod

Rod Staphylococcus obuhvata vise od 30 vrsta, a stafilokoki koji su
najcesce povezani sa infekcijama kod covjeka su:

— Staphylococcus aureus

— Staphylococcus epidermidis

— Staphylococcus saprophyticus

Staphylococcus species koje mogu izazvati infekcije kod ljudi:
— Staphylococcus capitis

— Staphylococcus hominis

— Staphylococcus haemolyticus

— Staphylococcus lugdunensis

— Staphylococcus saccharolyticus

— Staphylococcus warneri

— Staphylococcus caprae

— Staphylococcus hyicus

— Staphylococcus intermedius

— Staphylococcus schleiferi

— Staphylococcus simulans

Druge vrste bliske ovom rodu koje mogu izazvati infekcije kod
covjeka:

— Micrococcus luteus

— Rothia mucilaginosus (ranije Micrococcus mucilaginosus)

Izolacija

krvni agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h

Identifikacija

Kulturelne osobine

Kolonije su okrugle, glatke, sjajne povrsine, ravnih ivica, blago konveksne,

pigmentisane, bijele ili krem boje, ponekad Zute pa i narandZaste, promjera 1-2
mm, mogu pokazivati hemolizu. Ezom se razmazuju po podlozi («kao maslacy).
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Mikroskopske osobine u preparatu sa kulture

Gram-pozitivne koke pojedinacno, u parovima, tetradama i grozdovima
(slika br.2).

- %i“’ ”"«f%f;. & Jd SLIkA 2. Staphylococcus aureus — bojenje po
et o FOM ww | Gram-u
P » & S G| tzvor
% 2 . ) i http://www.geocities.com/capecanaveral/3504/gallery.htm
s % Sy % from Neal Chamberlain: Photo Gallery of Bacterial
v i e _x Pathogens
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'} : 1ds o -
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Ispitivanje fiziolosko-biohemijskih osobina

Modifikovani oksidaza test

Test se izvodi sa 6% rastvorom tetra-metil-fenilen-diamina u dimetil
sulfoksidu i diferencira stafilokoke (oksidaza negativne) od mikrokoka (oksidaza
pozitivni).

Katalaza test

Stafilokoki su katalaza pozitivni, a streptokoke katalaza negativne. Test se
izvodi sa odabranim bakterijskim kolonijama poraslim na ¢vrstoj podlozi. Ne
treba raditi sa kolonijama poraslim na podlogama koje sadrze intaktne eritrocite
(krvni agar). Kolonije sa cokoladnog agara mogu se upotrebiti za testiranje.

Reagens je 3-5% hidrogen peroksid. On je nestabilan i treba ga Cuvati u
frizideru. Izbjegavati svako nepotrebno izlaganje svjetlosti.

Izvodenje:

e staviti jednu kap hidrogen peroksida na predmetno staklo

e mali dio suspektne kolonije nanijeti na centar pokrovnog stakalceta
e obrnuti pokrovno stakalce i staviti na kap hidrogen peroksida na plocici
[ ]

posmatrati stvaranje mjehuric¢a unutar 10 sek. Koristiti lupu ako je
potrebno za gledanje vrlo slabe produkcije katalaze.

Koagulaza test

Vrste roda Staphylococcus se diferenciraju prema sposobnosti da koagulisu
plazmu pomoc¢u enzima koagulaze. Staphylococcus aureus je koagulaza
pozitivan.

Vezana koagulaza se odreduje testom na plocici, a slobodna testom u
epruveti.


http://www.geocities.com/capecanaveral/3504/gallery.htm
mailto:nchamberlain@kcom.edu
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Reagensi i oprema: test rastvor — komercijalna plazma (sa EDTA) za test

na plocici, odnosno za test u epruveti, bakterioloska omca i Pasterove pipete.

Pozitivna kontrola: Staphylococcus aureus NCTC 6751

Negativna kontrola: Staphylococcus epidermidis NCTC 4276

Izvodenje koagulaza testa na plocici:

e Staviti kap destilovane vode na plocicu.

e Napraviti suspenziju ispitivanog soja da bude homogena i gusta.
(Lazno negativna reakcija se moze dobiti ako suspenzija nije dovoljno
gusta. Pogledati da nema autoaglutinacije. Sojevi koji pokazuju
autoaglutinaciju moraju biti testirani drugim metodama.)

e Uzeti ezom plazmu i izmijeSati je lagano sa homogenom suspenzijom.

Pozitivan rezultat — vidljivo stvaranje grudvica unutar 10 sek.

Negativan rezultat — nema vidljivog stvaranja grudvica.

Postoje komercijalni kitovi koji sadrze npr. lateks Cestice senzibilisane sa

IgG (monoklonsko anti-Staph. aureus antitijelo) i eritrocite oblozene humanim
fibrinogenom. Staphylococcus aureus u ovoj suspenziji se proteinom A vezuje za
Fc fragment IgG na povrSini lateks Cestica, a clumping faktorom reaguje sa
fibrinogenom na povrsini eritrocita. Ovo dovodi do pojave grudvica, odnosno
plocici.

Izvodenje koagulaza testa u epruveti:

e Staviti u epruvetu oko 1 ml komercijalne plazme pogodne za ovaj test.

e Suspendovati ispitivanu koloniju u plazmi.

e Inkubirati na 35-37°C i ocitavati nakon 4 h.

e Uociti koagulum koji zahvata Citav sadrzaj epruvete ili formira
slobodnu opnu fibrina. Ako je negativan, inkubirati preko no¢i na 22-
25°C.

Pozitivan rezultat: stvaranje koaguluma unutar 4h na 37°C ili nakon

inkubacije preko no¢i na 22-25°C.

Negativan rezultat: nema koaguluma nakon 4h odnosno 24h.

Kod negativnog koagulaza testa na plocici obavezno uraditi test u epruveti!

Novobiocin test

Koristi se u diferenciranju Staphylococcus saprophyticus (novobiocin
rezistentan) od ostalih koagulaza negativnih stafilokoka (novobiocin senzitivni).

Komercijalni testovi za biohemijsko ispitivanje stafilokoka

Identifikacija koagulaza negativnih stafilokoka pomoc¢u ovih kitova vrsi se
samo ako je to klinicki indikovano.

Izolovani soj se moze poslati u referentnu laboratoriju zasijan na krvni agar
ili kosi hranljivi agar.
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22 Identifikacija Streptococcus spp. i
Enterococcus spp.

22.1 Uvod

Rod Streptococcus obuhvata heterogenu grupu Gram pozitivnih, katalaza
negativnih koka koje su odgovorne za brojne infekcije kod covjeka, a takode su i
dio fizioloske mikroflore.

e Najznacajnije vrste izazivaci oboljenja kod Covjeka:

—  Streptococcus p haemolyticus gr. A, B, C, G

— Streptococcus pneumoniae

— Streptococcus anginosus grupa: S. anginosus, S.constellatus i S.
intermedius

—  Streptococcus bovis

— Viridans streptokoki (S. mutans, S.sanguis, S. mitis i dr.)

— Enterococcus faecalis (od 1984. izdvojen iz streptokoka u poseban
rod Enterococcus zajedno sa Enterococcus faecium)

22.2 Izolacija

e Kkrvni agar: aerobno, 35-37°C, 16-24 h

22.3 Identifikacija

22.3.1 Kulturelne osobine

Kolonije su sitne, sivkaste ili prozracne, konveksne i kompaktne. Kolonije
Streptococcus pneumoniae imaju centralno udubljenje (zbog aktivacije
autolizina). Neki sojevi zahtijevaju za rast prisustvo ugljen dioksida.

Na krvnom agaru streptokoki pokazuju jedan od tri tipa hemolize:

Alfa — zelenkasta zona hemolize oko kolonija zbog djelimi¢ne destrukcije
eritrocita i redukcije hemoglobina u eritrocitima (Streptococcus pneumoniae i
vecina viridans streptokoka, Enterococcus spp.)

Beta - prozirna zona oko kolonija zbog potpune destrukcije eritrocita
(Streptococcus B haemolyticus gr.A, B, C,G). Streptococcus agalactiae
(streptokok gr.B) ima usku zonu hemolize oko kolonije, kolonije su nesto sjajnije
i nisu kompaktne.
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Gama — nema hemolize (Enterococcus spp.)
Kolonije Enterococcus spp. mogu imati zonu o hemolize ili biti bez
hemolize, sivkaste su, sjajne i nisu kompaktne (razmazuju se ezom).

22.3.2 Mikroskopske osobine u preparatu sa kulture

Streptokoki su Gram-pozitivni koki, okrugli ili ovoidni, dijametra 0,6-1pum,
rasporedeni u parovima i lancima razli¢ite duzine, posebno u te¢nim podlogama
(slika br.3). Dijagnosticki je znacajan direktni preparat od materijala iz primarno
sterilnih regija, briseva rana, piodermija i sl., ali ne i sa mjesta gdje se streptokoke
nalaze kao dio fizioloske mikroflore.

SLIKA 3. Streptokoke grupisane u vidu dugih lanaca — bojenje po Gram-u
(Izvor: http://www.geocities.com/capecanaveral/3504/gallery.htm from Neal Chamberlain: Photo Gallery of
Bacterial Pathogens)

Streptococcus pneumoniae je diplokok sa jednim ostrijim polom (oblik
plamena svijeée), ili je u kra¢im lancima, sa kapsulom u direktnom preparatu.
Direktni preparat sputuma kod sumnje na pneumokoknu pneumoniju sa
leukocitima i streptokokima pomenutog izgleda zato ima dijagnosticku vrijednost
(slika br.4).

Starija kultura streptokoka (koja je presla logaritamsku fazu rasta) gubi
Gram pozitivnost.


http://www.geocities.com/capecanaveral/3504/gallery.htm
mailto:nchamberlain@kcom.edu

68 Nacionalne smjernice dobre klinicke prakse

SLIKA 4. Streptococcus pneumoniae u direktnom preparatu sputuma
(Izvor: http://www.bact.wisc.edu/themicrobialworld/S.pneumoniael.jpg)

22.3.3 Ispitivanje fiziolosko-biohemijskih osobina

Katalaza test
Negativan za sve streptokoke.
Bacitracin test

Osnovni je dijagnosticki test za identifikaciju Streptococcus pyogenes-a.
Radi se samo sa beta-hemoliti¢kim streptokokama (i S. pneumoniae moze biti
osjetljiv na bacitracin), a koristi se test disk bacitracina od 0,04 U.

Pikira se nekoliko kolonija beta-hemoliti¢kog streptokoka i ezom zasijava
krvni agar da se dobije gust, konfluentan rast. Postavlja se test disk ili test tableta
bacitracina i inkubira preko no¢i. Zatim se mjeri pre¢nik zone inhibicije. Ako je
veéi od 15 mm test je pozitivan. Treba imati u vidu da su odredeni sojevi
streptokoka gr. A (do 10% ) rezistentni na bacitracin i da su neki streptokoki gr.
C i G osjetljivi na bacitracin (3-5%).

Osijetljivost na trimethoprim/sulfamethoxasol

Moze se izvoditi zajedno sa bacitracinskim testom jer je vazan za
diferenciranje grupa beta-hemolitickog streptokoka C, F i G (senzitivne) od Ai B
(rezistentne). Pre¢nik zone inhibicije vec¢i od 18 mm smatra se pozitivnim.


http://www.bact.wisc.edu/themicrobialworld/S.pneumoniae1.jpg
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CAMP test (Christie, Atkins, Munch-Petersen)

Ovim testom se otkriva prisustvo CAMP faktora — difuzibilnog proteina
koji pojacava beta —hemolizu Staphylococcus aureus-a. Pozitivan je kod
Streptococcus agalactiae (gr.B).

Na krvnu plo¢u zasijava se najprije Staphylococcus aureus u vidu crte, a
zatim okomito na nju zasijava se ispitivani soj streptokoka u vidu crte pocevsi od
kraja ploce do blizu stafilokokne crte. Za izvodenje ovog testa potreban je soj
Staphylococcus aureus-a sa dvostrukom zonom hemolize (slika br.5).

SLIKA 5. CAMP test koji se izvodi sa sojem Staphylococcus aureus-a sa
dvostrukom zonom hemolize

Nakon inkubacije preko no¢i posmatra se da li je u blizini stafilokokne crte
doslo do kopljastog pojacanja hemolize streptokoka.

Komercijalni testovi za seroloSku identifikaciju grupe

Koriste se za beta-hemoliti¢ne streptokoke koje su bacitracin rezistentne,
trimethoprim/sulfamethoxasol osjetljive (Streptococcus f haemolyticus gr.C, G i
F) radi identifikacije grupe.

Optohin test

Osnovni je test za diferenciranje Streptococcus pneumoniae od ostalih alfa-
hemolitickih streptokoka.

Izvodi se za alfa-hemoliticke streptokoke zasijavanjem na krvnu plo¢u
pomocu eze tako da se dobije konfluentan rast, a zatim se postavlja test disk ili
test tableta sa optohinom (5pg) i inkubira preko no¢i na 37°C, u atmosferi sa 5-10
% CO..

Optohin = etilhidrokuprein hidrohlorid (derivat kinina).

Test je pozitivan ako je zona inhibicije rasta veca od one koju je proizvodac
test diska ili tablete u uputstvu naznacio, negativan ako je manja.
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Hidroliza eskulina u 40 % Zuci

Zasijava se kosi eskulin-zu¢ni agar ispitivanim sojem i inkubira preko no¢i.

Ukoliko dode do hidrolize eskulina podloga mijenja boju u crnu (reakcija
nastalog eskuletina sa feri-citratom u podlozi).

Pozitivan je kod enterokoka i beta-hemolitickog streptokoka grupe D.

Rast u prisustvu 6,5% NaCl

Ispitivani soj se zasijava u epruvetu sa podlogom koja sadrzi visoku
koncentraciju NaCl (6,5%) i inkubira preko no¢i. Zamucéenost podloge nakon
inkubacije znak je pozitivnog rezultata, a ako podloga ostane bistra rezultat je
negativan. Test je pozitivan kod enterokoka.

Komercijalni testovi za biohemijsku identifikaciju

Koriste se za identifikaciju ostalih o hemoliti¢nih streptokoka (optohin
rezistentnih, eskulin negativnih) do nivoa vrste ukoliko ta identifikacija ima
klini¢kog znacaja. U protivnom se mogu identifikovati kao Streptococcus o
haemolyticus spp.

TABELA 7. Redosljed postupaka u identifikaciji streptokoka i enterokoka*

. . BHS -
Dijagnostick - BH - Viridans
i kriterijum- S.pyogene | S.agalactia | gr.C | Enterococcu S S.pneumonia streptokok

S e , G, S e
test E gr.D e
Hemoliza B B B o,y o,y o o
OSjeﬂj.IVOSi.: s R R R / / /
na bacitracin
Osjetljivost
na STX R R S R / / /
OSJetljlvgst / / / R R S R
na optohin
CAMRP test - + - - - - -
Hidroliza
eskulinau / / / + + - -
40% Zudi
Rast u
prisustvu / / / + - - -
6.5% NaCl
Grupa po c Nema Nema
Lancfield- A B G ’F D D grupnog grupnog
ovoj ! antigena antigena

* ObjasSnjenje tabele:

Uociti suspektne kolonije na hranljivim podlogama i definisati tip hemolize.
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22.4

Napraviti preparat sa kulture (Gram-pozitivni koki) i katalaza test (negativan).

U slucaju beta-hemoliti¢kih streptokoka, ukoliko raspolazemo sa komercijalnim
testovima za seroloSku identifikaciju, uraditi serolosku identifikaciju grupe i
identifikovati kao Streptococcus pyogenes (grupa A), Streptococcus agalactiae (grupa
B) ili beta hemoliticki streptokok grupe C, F ili G.

Ukoliko ne raspolaZzemo ovim testovima uraditi: bacitracinski test, test osjetljivosti na
trimethoprim/sulfamethoxasol (SXT) i CAMP test. Identifikovati:

Streptococcus pyogenes (bacitracin pozitivan, SXT negativan)
Streptococcus agalactiae (bacitracin negativan, SXT negativan, CAMP pozitivan).

Streptococcus f§ haemolyticus non A non B (bacitracin negativan, SXT pozitivan, CAMP
negativan).

U slucaju alfa-hemoliti¢kih streptokoka suspektnih kolonija uraditi optohinski test i
ako je pozitivan identifikovati kao Streptococcus pneumoniae.

U slucaju optohin negativnih alfa-hemoliti¢kih kolonija ili nehemoliti¢kih kolonija
uraditi test hidrolize eskulina. Ako je test hidrolize eskulina pozitivan, kao i test rasta
u prisustvu 6.5% NaCl, identifikovati kao Enterococcus spp. Ako je test hidrolize
eskulina pozitivan, a test rasta negativan identifikovati kao Streptococcus bovis,
ukoliko se komercijalnim testovima za serolosku identifikaciju potvrdi grupa D.
Ukoliko se seroloski ne potvrdi identifikovati Streptococcus spp. ukoliko je soj
vankomicin osjetljiv. Vankomicin rezistentne sojeve identifikovati kao Leuoconostoc
spp. Optohin negativni i eskulin negativni alfa-hemoliti¢ki sojevi streptokoka mogu se
identifikovati kao Streptococcus spp. (grupa viridans).

Komentar

Seroloska klasifikacija streptokoka je zasnovana na antigenim razlikama

polisaharidnog antigena celijskog zida (C supstanca ili grupni karbohidratni
antigen) i dijeli streptokoke na grupe. Od medicinskog znac¢aja su grupe: A, B, C,
D, F i G. Streptococcus pneumoniae nema grupni antigen.

Viridans streptokoki je termin za alfa-hemoliticke streptokoke koji su

takode bez grupnih antigena.
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23

23.1

23.2

Identifikacija Neisseria spp. i
morfoloski sli¢nih organizama

Uvod

Neisseria spp. koje izazivaju oboljenja kod ljudi:

— N. gonorrhoeae

— N. meningitidis

— I druge najserije mogu biti povezane sa oboljenjima kod ljudi.

Najserijama slicne vrste od kojih neke izazivaju oboljenja kod ljudi
(imena su im ispisana poja¢anim slovima)
— Moraxella catarrhalis

— Moraxella lacunata

— Moraxella atlantae

— Moraxella nonliquefaciens

— Moraxella osloensis

— Kingella dentrificans

— Kingella kingae

— Gemella haemolysans

— Gemella morbillorum

— Veillonella dispar

— Veillonella parvula

Izolacija

Obogaceni ¢okoladni agar: u uslovima sa 5 —10 % CO,, 35-37° C, 40-
48 h (svakodnevno Citanje)

VCN cCokoladni agar (za N.gonorrhoeae iz primarno nesterilnih
uzoraka): u uslovima sa 5 — 10 % CO,, 35-37° C, 40-48 h
(svakodnevno Citanje)

krvni agar: u uslovima sa 5 — 10 % CO», 35-37°, 16-48 h inkubacije
(svakodnevno ¢itanje)
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23.3 Identifikacija

23.3.1 Kulturelne osobine

N. gonorrhoeae i N. meningitidis formiraju glatke, okrugle, vlazne,
sivobraon kolonije sa zelenkastim odsjajem na primarnom izolatu

N. gonorrhoeae ne raste na krvnom agaru.

Moraxella catarrhalis i Moraxella lacunata formiraju jako konveksne

glatke, okrugle kolonije sa roskastim odsjajem, kompaktne (ezom povucene
klizaju po podlozi)

23.3.2 Mikroskopske osobine u preparatu sa kulture

Neisseria species su Gram negativne koke, poredane u parovima, sa
paralelnim duzim osovinama (slika br.6)
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SLIKA 6. Neisseria meningitidis, preparat sa kulture - bojenje po Gram-u
(Izvor: http://biomarker.cdc.go.kr:8080/pathogen/pathogen_vi...)

Moraxella spp. su Gram «-« diplokoke (slika br.7)


http://biomarker.cdc.go.kr:8080/pathogen/pathogen_vi
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SLIKA 7. Moraxella spp. — preparat sa kulture bojen po Gram-u
(Izvor: http://www.buddycom.com/bacteria/gnr/acinetc1259.jpg)

23.3.3 Ispitivanje fizioloSko-biohemijskih osobina

e Oksidaza test pozitivan:
— Neisseria
— Kingella species
— Moraxella catarrhalis
e Oksidaza test negativan:
— Gemella species
— Veillonella species

23.4 Konacna identifikacija

e komercijalni testovi za biohemijsku identifikaciju


http://www.buddycom.com/bacteria/gnr/acinetc1259.jpg
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24 Identifikacija enterobakterija

24.1

Uvod

Familija Enterobacteriaceae ¢ini veliku grupu razli¢itih mikroorganizama.
Opisano je 32 roda sa preko 130 vrsta. Glavne osobine ¢lanova ove familije:

24.2

Gram negativni bacili, asporogeni, fakultativni anaerobi
Fermentuju glukozu,

Redukuju nitrate do nitrita

Ne produkuju citohrom oksidazu

Svi ¢lanovi su pokretni, osim bakterija iz rodova Klebsiella i Shigella.
Yersinia spp. su pokretne na 18-25°C, ali ne i na 37°C.

Izolacija

Endo agar/MacConkey agar - diferencijalne podloge za izolaciju gram
negativnih bakterija: aerobno, 35-37°C, 16-24h

MacConkey-sorbitol agar/endo agar sa sorbitolom - za izolaciju E.coli
0157;H7: aerobno, 35-37°C, 16-24h

SS agar — selektivna podloga za Salmonella i Shigella vrste iz uzoraka
stolice: aerobno, 35-37°C, 16-24h

Selenit F bujon — obogacena podloga, koristi se za izolaciju Salmonella
i nekih sojeva Sigella iz stolice i drugih uzoraka koji sadrze mijesanu
floru u velikom broju: aerobno, 35-37°C, 16-24h. Supkultivaciju treba
vr$iti nakon 8-12h

Izolacija Yersinia enterocolitica iz uzoraka stolice:

24.3

SS agar: aerobno, 25°C, 40 - 48h.

Identifikacija

24.3.1 Kulturelne osobine

Endo agar / MacConkey agar - sadrze laktozu kao izvor ugljenih hidrata,
organizmi koji fermentuju laktozu stvaraju kolonije roze do crvene boje (laktoza
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pozitivne), dok bakterije koje ne fermentuju laktozu stvaraju bezbojne ili
transparentne kolonije (laktoza negativne).

MacConkey-sorbitol agar — sorbitol negativne kolonije se pojavljuju kao
bezbojne; suspektne su na E.coli 0157:H7 i dalje ih treba testirati, ve¢ina drugih
klini¢kih izolata E.coli stvaraju pink do crvene kolonije.

SS agar — na ovoj podlozi takode se mogu razlikovati laktoza pozitivne od
laktoza negativnih (sadrzi laktozu kao izvor ugljenih hidrata), a moze se
detektovati produkcija vodonik sulfida -kolonije sa crnim centrom.

— Prozirne, laktoza negativne, kolonije sa crnim centrom su
suspektne na Salmonella vrste i dalje se ispituju

— Sitne, prozirne, laktoza negativne kolonije suspektne su na
Shigella i Yersinia vrste.

24.3.2 Mikroskopske osobine u preparatu sa kulture

Enterobakterije su gram negativni bacili ili kokobacili, tako da
mikroskopske osobine ne mogu da se koriste kao pouzdan kriterijum za
identifikaciju.

24.3.3 Ispitivanje biohemijskih osobina

Identifikacija enterobakterija primarno se zasniva na ispitivanju
biohemijskih osobina.
U rutinskoj dijagnostici koristi se klasi¢ni biohemijski niz za ispitivanje
biohemijskih osobina:
e Kliglerov dvostruki ili trostruki Secer
peptonska voda za dokazivanje indola
metil red
Voges Proskauer
Simons citrat
urea
manitol

Inkubacija: aerobno, 35-37°C, 16-24h

Prikaz biohemijskih osobina nekih rodova enterobakterija dat je u tabeli br.
8.

Za preciznu biohemijsku identifikaciju, kada je klinicki opravdano, koriste
se komercijalni biohemijski testovi.

Izolate: Yersinia enterocolitica, Shigella species i vrste Salmonella koje
pripadaju grupama od F-60 i 61-67 potrebno je potvrditi komercijalnim
biohemijskim testom. Salmonella vrste koje pripadaju grupama od A-E moraju
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biti seroloski potvrdene, pa iz tog razloga nije neophodna biohemijska potvrda
komercijalnim testom.

24.3.4 Ispitivanje antigenske grade

Test aglutinacije na plocici

Za ispitivanje antigene grade koristi se test aglutinacije na plocici.
Izvodenje:

e (d ciste bakterijske kulture, najbolje sa neselektivnog medijuma kao
Sto je krvni agar, moze i sa medijuma kao S$to su Kliglerov dvostruki ili
trostruki Secer ili MacConkey agar, pripremi se suspenzija bakterija u
fizioloskom rastvoru.

e Na plocici se nanese kap seruma, zatim se doda kap suspenzije i
laganim mijeSanjem prati se pojava vidljivih aglutinata.

Salmonella

Salmonella vrste imaju tri glavna antigena:
1. Somatski O antigeni
2. Flagelarni H antigeni
3. Kapsularni Vi antigen - imaju ga inkapsulirane bakterije roda
Salmonella (S.typhi)
Na osnovu antigenih osobina somatskih O antigena, Salmonella vrste se
dijele u grupe od A-60 i od 61-67.

98% humanih izolata pripadaju grupama od A do G.

e Prvo se vr$i dokazivanje somatskih antigena primjenom polivalentnih,
a zatim monovalentnih antiseruma.

e Zatim se dokazuju flagelarni antigeni obje faze.

e Ukoliko dolazi do aglutinacije sa Vi antiserumom, da bi se dokazali
drugi antigeni, suspenzija se zagrijaval0 minuta na 100°C, da se
inaktivira kapsularni antigen. Nakon hladenja suspenzija se retestira sa
antiserumima od A-E. Ukoliko aglutinira sa antiserumom za grupu D
moze se izvjestiti kao S.typhi.

Minimum seroloske potvrde za svaku laboratoriju je identifikacija
somatskog antigena monovalentnim serumom, odnosno odredivanje grupe za
tipove Salmonella koje pripadaju grupama od A-E. Vrste koje pripadaju grupama
od F-60 i 61-67, treba potvrditi biohemijski komercijalnim testom i izvrSiti
testiranje polivalentnim antiserumom. Izolati se mogu poslati u referentnu
laboratoriju na dalju serotipizaciju.

Obzirom da je S.enteritidis, na naSim prostorima, najée$¢i uzro¢nik
infekcija izazvanih bakterijama iz roda Salmonella, vazno je da svaka laboratorija,
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osim seruma za dokazivanje somatskog O antigena, ima antiserume za
dokazivanje flagelarnog H antigena za ovu vrstu.

Ukoliko su izolati suspektni na jedan od sledeca tri serotipa S.typhi, S.
cholerasuis ili S.paratyphi, zbog klini¢kog i epidemioloskog znacaja, moraju biti
biohemijski identifikovani i seroloski potvrdeni.

Shigella

Na osnovu O antigena Shigella vrste pripadaju jednoj od Cetiri serogrupe:
AB,CiD.

S.dysenteriae, S.flexneri, S.boydii i S.sonnei odgovaraju ovim
serogrupama. Postoji nekoliko serotipova unutar svake serogrupe, izuzev grupe D
koja sadrzi samo jedan serotip.

e testom aglutinacije na plocici sa polivalentnim O antiserumima

utvrduje se serogrupa

e Zatim se monovalentnim serumima odreduje serotip unutar grupe.

Minimum seroloske potvrde je odredivanje serogrupe, osim kad je u pitanju
S. dysenteriae tip 1, kada se mora odrediti serotip.

Prema preporukama Svjetske zdravstvene organizacije prvo se testira sa
monovalentnim Al antiserumom, zatim polivalentnim B antiserumom i na kraju
polivalentnim D antiserumom. Serogrupa C, S.boydii je vrlo rijetka i prema WHO
i CDC nije rentabilno izvoditi rutinsko testiranje.

Ukoliko je aglutinacija neuspjesna, suspenzija bakterija se zagrijava da bi
se uklonio kapsularni antigen koji moZe biti prisutan, a zatim se test aglutinacije
ponavlja.

Escherichia coli 0157:H7

Sorbitol negativne kolonije sa sorbitol-MacConkey agara se subkultivisu,
za serotipizaciju sa E. coli 0157:H7 antiserumom.

Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica — podijeljena u Sest biogrupa: 1A, 1B, 2, 3, 41 5.
Vrste biogrupe 1A nisu udruzene sa humanim bolestima. Identifikovano je 34
serotipa.

Biohemijski potvrdene izolate treba slati u referentnu laboratoriju za
serolo$ku identifikaciju.
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25 Identifikacija gram negativnih
nefermentujucih bacila

25.1 Uvod

Nefermentujuéi gram negativni bacili imaju sve ve¢i klini¢ki znacaj zbog
povecanja broja imunokompromitovanih pacijenata.

Faktori rizika za infekciju ovim mikroorganizmima su: imunosupresija
(diabetes mellitus, cancer, transplantacija organa, hormonalni poremecaji),
traume, opekotine, vjestacki implantati.

Ovo je veoma heterogena grupa bacila, jedina zajednicka osobina je
nereaktivnost na Kligler-ovom Seceru /trostrukom Seceru.

25.2 Izolacija

e Krvni agar - neselektivna podloga: aerobno, 35-37°C, 16-24h

e Endo agar/ MacConkey agar - selektivne podloge: aerobno, 35-37°C,
16-24h

25.3 Identifikacija (shema br.2)

Za identifikaciju nefermentujuéih bacila koriste se sljedece osobine:

e Nereaktivnost na Kligler-ovom $eceru /trostrukom Sec¢eru

e Preparat sa kulture - gram negativni bacili, kokobacili

e Oksidaza reakcija

Za preciznu biohemijsku identifikaciju koriste se komercijalni biohemijski
testovi.

25.4 Komentar

Definitivna identifikacija nefermentujucih bacila zahtijeva vrijeme i novac,
a Cesto i ne odgovara dijagnozi bolesti. Odluka da se identifikuje organizam do
vrste, zavisi od materijala iz koga je izolovan:

a) da li je izolovan iz materijala koji je primarno sterilan,

b) ili iz primarno nesterilnog materijala, zajedno sa tri ili Cetiri bakterije.

Prvi slucaj zahtijeva identifikaciju i izradu antibiograma. U drugom slu¢aju
dovoljna je identifikacija na osnovu gore pomenutih osobina.
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Nereaktivnost na
Kligler-ovom
Seceru

Gram negativni

Gram negativne

bacili koke i kokobacili
|
| |
Oksidaza test - Oksidaza test - Oksidaza test
pozitivan negativan negativan
Pseudomonas Uraditi komercijalni Acinetobacter
species biohemijski test species

SHEMA 2. Identifikacija nefermentujucih bakterija
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26 Identifikacija Haemophlius spp. 1
HACEK grupe organizama

26.1 Uvod

e HACEK grupa obuhvata vrste:
— Haemophilus spp.
— Actinobacillus actinomycetemcomitans
— Cardiobacterium hominis
— Eikenella corrodens
— Kingella spp.

26.2 Izolacija

e selektivni Cokoladni agar za Haemophilus: u uslovima sa 5-10 % COy,
35-37°C, 16-48h

e krvni agar sa stafilokoknom crtom: u uslovima sa 5-10 % CO,, 35—
37°C, 16-48h

e H.ducreyi selektivni agar - u atmosferi 5 — 10 % CO,, 33-34°C, 5 dana

26.3 Identifikacija
26.3.1 Kulturelne osobine
Haemophilus species su male, okrugle, konveksne kolonije koje se
presijavaju. Rastu poslije 24h inkubacije na ¢okoladnom agaru. Satelitizam
H.influenzae se moze vidjeti na krvnom agaru oko kolonija S.aureus.

26.3.2 Mikroskopske osobine u preparatu sa kulture

Haemophilus species su mali kokobacili ili duzi $tapi¢i, Gram negativni,
razli¢itih duzina, nazna¢enog pleomorfizma, ponekad sa filamentima (slika br.9).
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2

SLIKA 9. Haemophilus spp. u hemokulturi — bojenje po Gram-u
(Izvor: http://wwwstud.uni-leipzig.de/~mai03kbz/bioinfprak/einfuerung.htm)

Drugi HACEK organizmi su sferi¢ne, ovalne ili §tapi¢aste Gram negativne
celije sa izrazenim pleomorfizmom, mogu stvarati filamente (slika br.10).

i

SLIKA 10. Kingella kingae preparat sa kulture-bojenje po Gram-u
(Izvor: www.nature.com/.../v20/n9/fig_tab/6702119f2.html)


http://wwwstud.uni-leipzig.de/~mai03kbz/bioinfprak/einfuerung.htm
http://www.nature.com/eye/journal/v20/n9/fig_tab/6702119f2.html
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26.4 Konac¢na identifikacija (ako je klinicki indikovano)

e Komercijalni testovi za biohemijsko ispitivanje.

26.5 IzvjeStavanje

e izvjestiti 0 svim pozitivnim kulturama iz normalno sterilnih uzoraka
e izvjestiti o prethodnoj ili potvrdnoj dijagnozi Haemophilus species ili

dnlglh ¢lanova HACEK grupe organizama kod:

meningitisa ili mozdanog apscesa

— facijalnog celulitisa ili septi¢nog artritisa

— epiglotitisa, pneumonije, mastoiditisa ili empiema toraksa

— septikemije ili endokarditisa

— pelvi¢nog apscesa

— suspektnog Sankroida

26.6 Komentar

26.6.1 HACEK grupa organizama

Za razlikovanje HACEK grupe organizama od klini¢ki brojnih, morfoloski
sli¢nih, aerobnih ili fakultativno anaerobnih Gram negativnih Stapi¢a, uglavnom
udruZenih sa endokarditisom i infekcijama normalno sterilnih materijala, potreban
je sistematski pristup. HACEK grupa mikroorganizama su komensali
orofaringealnog/respiratornog trakta. Identifikacija je udruzena sa klinickim
detaljima i izolati se dalje identifikuju, ako je klini¢ki indikovano. Izolati klini¢ki
znacajnih HACEK organizama se $alju referentnoj laboratoriji.

Actinobacillus actinomycetemcomitans

Ovo je Gram negativan kokobacil ili kratak stapi¢, 0,3-0,5 x 0,5-1,5 pm,
moze pokazivati nepravilno bojenje. Povremeno se jave duzi oblici (do 6 um). U
preparatu bakterije su pojedinacne, u parovima ili rjede u lancima. Mogu
produkovati manje koli¢ine sluzi. Ne zahtijevaju X i V faktor rasta. Poslije 24 h
inkubacije, kolonije na krvnom ili ¢okoladnom agaru su manje od 0,5mm, rastu
do 1mm poslije nekoliko dana inkubacije. Mogu biti ¢vrste, adherentne,
zvjezdaste, ponekad neravne povrsine, urasle, teSko se skidaju sa povrsine agara.
Ako produkuju ekstacelularnu sluz, kolonije su ljepljive u primoizolatu. Povrsne
kulture su slabo vitalne i mogu uginuti za 5-7 dana. Najbolje rastu u
mikroaerofilnim uslovima sa CO, i fakultativno su anaerobne. Optimalna
temperatura rasta je 37°C. Nepokretan je, ne produkuje ureazu.
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Cardiobacterium hominis

Genus Cardiobacterium sadrzi samo jednu vrstu. Celije su pleomorfne ili
pravi Stapi¢i (1-3 pm duzine), zaobljenih krajeva, a mogu imati i duge filamente.
U preparatu, bakterije su u parovima, kratkim lancima ili rozetama. Gram
negativne su, ali djelovi bakterijske Celije mogu biti Gram pozitivni. Rast na
krvnom agaru je slab. Ne zahtijevaju V i X faktore rasta. Stvaraju vrlo male
kolonije, osim pri inkubaciji u vlaznoj aerobnoj ili anaerobnoj atmosferi sa 5%
CO2. Poslije dvodnevne inkubacije kolonije su preénika 1 mm, glatke,
opalescentne i mogu prijanjati za agar. C.hominis je fakultativni anaerob, ali CO;
moze biti potreban nekim sojevima za primoizolaciju. Optimalna temperatura
rasta je 30-37° C. Nepokretan je, oksidaza pozitivan, ureaza i katalaza negativan.

Eikenella corrodens

Genus Eikenella sadrzi samo jednu vrstu. Celije su pravi, nerazgranati,
nesporogeni, tanki, Gram negativni $tapici 0,3-0,4 X 1,5-4 um duzine. Kolonije su
vrlo sitne poslije jednodnevne inkubacije, ili su nevidljive i poslije nekoliko dana.
Kolonije imaju vlazan, ¢ist centar. Mogu urastati u podlogu, a Zuta obojenost se
vidi kod starijih kultura zbog gustine bakterijskih ¢elija. U istom izolatu se mogu
vidjeti razli¢ite kolonije. Nehemoliticne su, mada se nekad oko kolonije moze
pojaviti svijetlo zelena zona. Za aerobni rast je obi¢no potreban hemin, a rijetki
sojevi ostaju X zavisni poslije subkultivisanja. Optimalna temperatura rasta je 35
— 37° C. Nepokretna je, ali na nekim podlogama moze biti pokretna. Sojevi su
fakultativno anaerobni, oksidaza pozitivni, katalaza negativni, ureaza negativni.
Mogu se zamijeniti za Bacteroides ureolyticus, ali je on obligatni anaerob i ureaza
pozitivan.

Kingella species

Genus Kingella ima dvije vrste: K.kingae i K.denitrificans. K.indologenes
je unovom genusu identifikovana kao Sutonella indologenes.

Kingella su pravi Stapi¢i, 10 pm duzine, zaobljenih ili Cetvrtastih krajeva.
Javljaju se u parovima ili kratkim lancima. Ne stvaraju endospore, Gram negativni
su, sa tendencijom opiranja odbojavanju.

Na krvnom agaru se javljaju dva tipa kolonija: Sire, neravne i konveksne,
glatke.

Ne trazi V i X faktor rasta. Rastu aerobno ili fakultativno anaerobno.
Optimalna temperatura rasta je 30 — 37°C. Sojevi su nepokretni, oksidaza
pozitivni, katalaza negativni, ureaza negativni. Glukozu i druge ugljene hidrate
fermentuju uz produkciju Kisjeline, ali ne i gasa.

Izgled kolonija HACEK organizama zavisi od vrste i podloge (tabela br.9).
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TABELA 9. Izgled kolonija HACEK organizama

HACEK grupa organizama

Karakteristike rasta na krvnom agaru poslije aerobne
inkubacije na 35-37°C, 16-48h

A.actinomycetemcomitans

Ne rastu u vazduhu, ali rastu uz CO2 . Male kolonije za 24h,
1mm poslije 48h. Cvrste adherentne, zvjezdaste kolonije
neravne povrsine, mogu urastati u agar. Nehemoliti¢ne su.

C.hominis

Neki sojevi ne rastu uz CO2. Kolonije glatke, konveksne,
sjajne, 1-2mm za 48h, blago hemoliti¢ne.

E.corrodens

Kolonije vrlo male, vlazne, jasan centar okruzen
zaravnjenjem, mogu Urastati; Sirenje je rijetko, vrlo malo oko
kolonije. Nehemoliti¢ne. Veli¢ina kolonija 0.5-1mm poslije
48h, zahtijeva 5-10 COs.

K kingae

Dva tipa kolonija: $ire, neravne i glatke, konveksne. Mala
zona [3 hemolize, sojevi su Cesto sa kapsulom, produkuju
sluzave kolonije. Ne zahtijava 5-10 % CO2.

K.denitrifican

Nehemoliti¢ne, dva tipa kolonija: §ire, neravne i glatke,
konveksne.
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27 Identifikacija Bordetella spp.

27.1

27.2

27.3

Uzorkovanje

Kad su simptomi najizrazeniji, ako je moguce prije antibiotske terapije
Uzimanje uzorka nazofaringealnog sekreta kod pacijenata sa velikim
kasljem moze izazvati napad kaslja i opstrukciju vazdusnih puteva,
zato mora biti dostupna oprema za reanimaciju. Osoba koja uzima
uzorak mora izbjeci direktan kontakt sa pacijentom dok kaslje.
Savitljiv dakronski bris se ubacuje kroz nozdrvu po podu nosnhe duplje
do nazofarinksa. Preporuuje se da se bris zadrzi na zadnjem
nazofarinksu 30-tak sekundi dok se pacijent nakaslje. U praksi,
pacijent ovo toleriSe samo nekoliko sekundi.

Nazofarigealni eksudat se uzima sukcionim kateterom, uba¢enim kroz
nos. Eksudat se sakuplja u sterilnu plasticnu posudu u kojoj se
transportuje do laboratorije

Perinazalni bris - nije dokazano koji na¢in uzimanja uzorka je najbolji.

Transportovanje

Uzorak se transportuje i obraduje $to je prije moguce
Podloga se moze inokulisati pored kreveta pacijenta
Bris se moze transportovati u transportnoj podlozi na bazi drvenog

uglja
Izolacija

Komercijalna podloga za Bordetella spp. ili krvni agar sa drvenim
ugljem i cefaleksinom - aerobno, 35-37°C, 7 dana (oCitavanje 4. 1 7
dan) — u vlaznoj komori

(Podloga treba da je deblje razlivena)

Perinazalni i nazofaringealni bris: inokulisati brisom agar plocu
Nazofaringealni aspirat: sterilnom ezom odabrati reprezentativni dio
uzorka i inokulisati punu ezu na agar plocu.
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27.4 Identifikacija
27.4.1 Kulturelne osobine

Kolonije sitne (oko 1,5 mm), glatke, sjajne, jako konveksne, srebrenaste
(kao kapi zive)

27.4.2 Mikroskopske osobine u preparatu sa kulture

Sitni Gram «-« kokobacili i bacili (Slika br.8)

SLIKA 8. Bordetella pertussis — preparat sa kulture bojen po Gram-u
(Izvor: http://microblog.me.uk/20)
27.5 Konacna identifikacija (u referentnoj laboratoriji)

e Seroloska identifikacija (ili DIF)

217.6 IzvjeStavanje

e B.pertussis nije izolovana
e B.pertussis je izolovana
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28 Identifikacija Campylobacter spp.

28.1 Izolacija

e Selektivna podloga za kampilobakter: mikroaerofilni uslovi, 42°C, 40-

48 h.
e Ako se na 1 plocu zasijavaju 4 uzorka stolice, prethodno vrelom ezom
napraviti zljebove koji ¢e plo¢u podijeliti na 4 dijela.

28.2 Identifikacija

28.2.1 Kulturelne osobine
Slivene, sjajne kolonije, prozirne ili lagano bjeli¢asto-sive. Ivice nisu jasne
i stapaju se sa podlogom.

28.3 Konacna identifikacija
28.3.1 Mikroskopske osobine u preparatu sa kulture

e Preparat bojen karbol fuksinom
Tipi¢an mikroskopski izgled -”galeb u letu” ili slovo “S” (slika br.11).
Atipican mikroskopski izgled: kokoidni oblici.

28.3.2 Ispitivanje biohemijskih osobina:

e Katalaza pozitivan; oksidaza pozitivan
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SLIKA 11. Tipi¢an mikroskopski izgled Campylobacter spp. -galeb u letu” ili slovo“S”
Izvor: http://gsbs.utmb.edu/microbook/ch023.htm
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29 Identifikacija Corynebacterium
diphteriae, Corynebacterium ulcerans,
Corynebacterium pseudotuberculosis

29.1 Uzorkovanje

29.1.1 Uzorci za ispitivanje

® bris koze
e brisgrlainosa

e bris nazofarinksa
ako su prisutne membrane — sa ivice membrane

29.1.2 Nacin uzorkovanja

e posto se radi o kontagioznom i ozbiljnom oboljenju koje zahtijeva
hospitalizaciju, uzorci se uzimaju u bolni¢kim uslovima

e bris inflamiranih  povr§ina u  tonzilofaringealnoj  regiji,
nazofaringealnoj regiji i nosu-uzeti energi¢nim rotacionim pokretima
Ne skidati pseudomembrane!-opasnost od krvarenja
propisno obiljeziti uzorak i naglasiti da se radi o sumnji na difteriju-
vazno zbog posebnih procedura u izolaciji i identifikaciji koje se
rutinski ne rade

29.2 Transportovanje

e uzorke transportovati odmah ili deponovati u transportni medijum
e pri transportu — obiljeziti prema vazeé¢im propisima

29.3 Izolacija

Za obradu uzoraka izolaciju i identifikaciju obavezno koristiti komoru za
bezbjedan rad nivoa zastite 1.

Bris koze:

e Krvni agar: u uslovima sa 5 — 10 % CO,, 35-37°C, 40-48 h

e Cistein telurit krvni agar (Hoyle’s teluritni agar): aerobno, 35-37°C,

16-18 h
Bris grla, nosa i nazofarinksa:
e Krvni agar: anaerobno, 35-37°C, 16-24 h
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e Cistin telurit krvni agar (Hoyle's teluritni agar): aerobno, 35-37°C, 16-
18 h

29.4 Identifikacija
29.4.1 Kulturelne osobine

Corynebacterium diphteriae

Hoyle’s teluritni agar: neprozirne sivo/crne kolonije

var. gravis: mat povrsine, tro$ne, suve, kidaju se u manje segmente kad se
uzimaju ezom, radijalno su izbrazdane, nepravilnih ivica (na krvnom agaru:
nehemoliti¢ne)

var. mitis: glatke, sjajne povrsine, jasno oivi¢ene (na krvnom agaru: mala
zona p hemolize)

var. intermedius: sjajne, diskretno prozirne (na krvnom agaru: mala zona 3
hemolize)

var. belfanti: glatke, sjajne povrSine (na krvnom agaru: mala zona P
hemolize)

Corynebacterium ulcerans

Hoyle's teluritni agar: neprozirne sivo/crne kolonije, veoma suve (na
krvnom agaru: mala zona 3 hemolize)

Corynebacterium pseudotuberculosis

Hoyle's teluritni agar: neprozirne sivo/crne kolonije, veoma suve (nha
krvnom agaru:  hemoliza)

e Mikroskopske osobine u preparatu sa kulture

Bojenje po Gramu: Gram + pleomorfni bacili, bez kapsule (slika br.12)

Specijalno bojenje po Neisser-u: u tijelu bacila tamno prebojene granule-
metahromatske ili volutinske granule (energetski depoi sastavljeni od
neorganskih polifosfata)

SLIKA 12. Corynebacterium spp. tipi¢an raspored razbacanih $tapica Sibice - u

preparatu sa kulture bojenom po Gram-u (1zvor: www.emlab.com/s/sampling/env-report-05-
2007.html)


http://www.emlab.com/s/sampling/env-report-05-2007.html
http://www.emlab.com/s/sampling/env-report-05-2007.html
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Biohemijsko ispitivanje komercijalnim testovima za ispitivanje
biohemijskih osobina
Dokazivanje toksigenosti soja

Modifikovani Elekov test za in vitro ispitivanje toksigenosti izolovanog
soja (slika br.13)

2 ml sterilnog seruma kuni¢a i 1 ml 0.03% kalijum telurita dodati u 10
ml agara za ispitivanje virulencije (KL virulence agar Difco)
zagrijanog na 55°C u vodenom kupatilu

Razliti u petri Solju i rotirati 20 puta da se dobro izmjesa

Prije nego se podloga stvrdne staviti sterilan filter papir dimenzija 1x8
cm natopljen diftericnim antitoksinom (razblazen da sadrzi 100
jedinica antitoksina u ml seruma) po dijametru ploce. Papir treba da
potone na dno §to treba pomoc¢i sterilnom pincetom, ako je potrebno
Ostaviti podlogu da se stvrdne, pa je sa poluotvorenim poklopcem
smjestiti u termostat da ispari viSak vlage sa povrsine

Inokulisati podlogu unutar 2 h poslije susenja povlaceci pod pravim
uglom u odnosu na filter papir paralelne linije 24-Casovne kulture
poznatog toksi¢nog soja, negativnog soja i ispitivanog soja.

Inkubirati 24-48 h na 35°C

Traziti na ploci bijele precipitacione linije koje se pod uglom od 45°
pruzaju od linija zasijavanja prema filter papiru.

Rezultat:

—  prisustvo precipitacionih linija = toksigeni soj

— odsustvo precipitacionih linija = netoksigeni soj

SLIKA 13. Elekov test za in vitro ispitivanje toksigenosti izolovanog soja

Sve sumnjive sojeve ili dokazane patogene sojeve odmah slati u
referentnu laboratoriju na kosom krvnom agaru radi ispitivanja
toksi¢nosti (London).
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30 Identifikacija anaerobnih bakterija

30.1 Uzorkovanje

e Sadrzaj apscesa dobijen punkcijom sterilnom iglom i Spricem,
postujuci principe asepti¢énog rada. Upotreba brisa je losija alternativa
zbog izloZenosti bakterija suSenju i toksicnom dejstvu kiseonika.

Napomena: obrada ovih uzoraka ima prioritet u odnosu na druge uzorke

30.2 Transportovanje

e Sto je prije moguce, maksimalno do 20 minuta (najduZe za pola sata).
AKo je brz transport nemogué, Koristiti transportne podloge za
anaerobe.

30.3 Izolacija

30.3.1 Direktan mikroskopski preparat

e Preparat bojen po Gram-u prikazuje tip i relativan broj
mikroorganizama i ¢elija domacina. Takode moze sugerisati upotrebu
odgovarajué¢ih podloga i pomo¢i klinicaru u odredivanju terapije prije
zavr$ene kultivacije.

30.3.2 Kultivacija

e Podloga za anaerobe sa 5 pg diskom metronidazola - u anaerobnoj
atmosferi, 35-37°C, 48 h

e Sve procedure zavrsiti za Sto krace vrijeme.

e Preporucuje se uporedo aerobna kultivacija - krvni agar - aerobno, 35-
37°C, 18-24 h

30.4 Identifikacija

e Na osnovu morfoloskih osobina bakterijske celije (preparat sa kulture
bojen po Gram-u), izgleda kolonije, osjetljivosti na prisustvo kiseonika
(izostanak rasta na krvnom agaru u aerobnim uslovima), pigmentacije,
fluorescencije itd.
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e Krajnja identifikacija se vrsi ispitivanjem biohemijske aktivnosti
upotrebom komercijalnih testova
e Minimalan nivo - nadene «anaerobne bakterije»

30.5 Komentar

Anaerobne infekcije su najéeS¢e mijeSsane infekcije, tj. uz anaerobne
bakterije kao uzroc¢nici se javljaju fakultativno anaerobne i aerobne bakterije.
NajceSc¢e izolovane anaerobne bakterije iz humanih uzoraka su: Bacteroides
fragilis,  Prevotella  melaninogenica, = Fusobacterium,  Actinomyces,
Propionibacterium,  Bifidobacterium,  Clostridium,  Peptostreptococcus,
Veillonella.

Od znacaja su i klini¢ki znaci koji ukazuju na moguéu anaerobnu infekciju:
prisustvo gnoja neprijatnog mirisa, gas u tkivu (krepitacije), lokacija infekcije u
blizini povrsine sluzokoza, prisustvo sulfatnih granula itd.
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31 Ispitivanje osjetljivosti bakterija na
antimikrobne supstance disk
difuzionionim metodom

31.1 OpSte napomene

e Antibiotici se ¢uvaju prema uputstvu proizvodaca (u frizideru, na
sobnoj temperaturi, na -20°C, itd).

e Zavisno od vrsta mikoorganizma za koji treba uraditi antibiogram
koriste se razli¢iti medijumi (podloge).

Mueller-Hinton agar (MHA) je standardizovana podloga za izvodenje
antibiograma.

Za hakterije koje su izbirljive u nutritivnim potrebama dodaje se 5 %
defibrinisane ov¢ije ili konjske krvi (tabela br. 10).

TABELA 10. Podloge za ispitivanje osjetljivosti razliitih sojeva bakterija na
antimikrobne supstance

MIKROORGANIZMI MEDIJUM (PODLOGA)

enterobakterije MHA

Pseudomonas aeruginosa MHA

Acinetobacter spp. MHA

Burkholderia cepacia MHA

Stenotrophomonas maltophilia MHA

ostali nefermentuju¢i Gram negativni bacili MHA

Staphylococci MHA

Enterococci MHA

beta hemoliticke streptokoke MHA + 5% ov¢je krvi

viridans streptokoke MHA + 5% ovéje krvi

Streptococcus pneumoniae MHA + 5% ovc¢je krvi

Neisseria meningitidis MHA + 5% ové&je krvi

Neisseria gonorrhoeae GC agar baza sa 1% definisanog
suplementa

H. influenzae, H. parainfluenzae HTM- Haemophilus Test Medium

Brucela agar sa heminom

anaerobi (5 pg/ml) i vitaminom Ki1 (1 pg/ml)
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31.2

31.3

31.4

315

Priprema podloge

Autoklavirati podlogu i rashladiti je na 45- 50 °C (vodeno kupatilo).

Razliti podlogu u Petri Solje (25 ml podloge u Petri Solju precnika 90
mm ili oko 50 ml podloge u Petri $olju pre¢nika 160 mm).

Debljina podloge mora da bude 4 mm.

Podloga razlivena uz plamenik pod asepti¢nim uslovima i ohladena na
sobnoj temperaturi Cuva se u frizideru (2-8 °C) sa poklopcem
okrenutim na dolje.

Prije upotrebe podloga mora stajati bar pola sata na sobnoj temperaturi.

Ako se na povrsini podloge nalaze kapi kondenzovane vode,
neophodno je prije upotrebe podlogu prosusiti u termostatu tako da
povrsina podloge bude okrenuta na dolje i naslonjena na otvoreni
poklopac.

Pripremljena podloga se moze iskoristiti najduze za 7 dana.

Inokulum

Priprema se razblazivanjem 18 - 24 casovne Ciste bakterijske kulture.
Ezom se pikira 4-5 kolonija i prenese u 5 ml fizioloskog rastvora.

Suspenzija se vorteksira, a potom se gustina suspenzije podeSava
poredenjem sa McFarland standardom 0,5 za turbiditet.

Inokulum se zasijava brisom, ezom ili staklenim Stapi¢em ravnomjerno
na povrsinu podloge.

Poslije zasijavanja inokuluma pozeljno je da podloga stoji 10-15
minuta na sobnoj temperaturi da bi se povrsina osusila.

Postavljanje tableta ili diskova

Izvodi se dispenzerom ili sterilnom pincetom.

Razmak izmedu diskova je najmanje 3 cm, a rastojanje od ivice suda
najmanje lcm.

Na plocu prec¢nika 10 cm nanosi se maksimalno 6 diskova, a na ploc¢u
prec¢nika 12 cm maksimalno 8 diskova.

Izbor tableta ili diskova

Podijela antibiotika u grupe, prema CLSI- u, od A do U:

Grupa A — antibiotici koji se rutinski primarno ispituju i izvjestavaju.
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e Grupa B — antibiotici koji su klinicki znacajni i mogu da se primarno
ispituju, ali se selektivno izvjestavaju, kao npr: kad je soj otporan na
lijek iz iste grupe antibiotika grupe A; kod posebnih situacija (npr.
cefalosporini 3. generacije za enterobakterije izolovane iz likvora); kod
polimikrobne infekcije ili infekcije sa vise lokacija; u slucaju da je
pacijent alergican i/ili intolerantan na lijek; kada izostaje terapijski
odgovor na lijekove iz grupe A; u svrhu kontrole infekcije.

e Grupa C - alternativni antibiotici (za sojeve otporne na vise primarnih
antibiotika); za terapiju pacijenata alergi¢nih na lijekove iz grupe A; u
svrhu kontrole infekcije i epidemiolosku bazu podataka.

e Grupa U - antibiotici koji se primarno testiraju samo za izolate iz
urina. Ovi lijekovi se rutinski ne testiraju za izolate iz drugih uzoraka
izuzev kada se radi o specificnim urinarnim patogenima koji mogu
imati veci broj indikacija (npr. P. aeruginosa i ofloxacin).

Izbor antibiotika zavisi od brojnih faktora medu kojima su najbitniji
izolovani soj, porijeklo izolata (ambulantni/bolnicki, djeca/odrasli) i vrsta
materijala iz kojeg je izvrSena izolacija. Za sve uzorke, izuzev urina, ispitivanje
rezistencije raditi za antibiotike iz grupa A, B i C. Izvjestavati u skladu sa CLSI
preporukama.

Bakterija izolovane iz likvora ne treba testirati na sledece lijekove, jer oni
nisu efikasni u terapiji infekcija CNS- a:

- 1.1 2. generaciju cefalosporina (izuzev cefuroksima za parenteralnu
primenu),

- cefamicine,

- klindamicin,

- makrolide,

- tetracikline i

- fluorohinolone.

Fluorohinoloni su kontraindikovani za djecu mladu od 12 godina, pa stoga

ih rutinski ne prijavljivati!

31.5.1 Staphylococcus spp.

Izbor antibiotika

Grupa A: penicilin, oksacilin/meticilin  (cefoksitinom), klindamicin,
eritromicin/azitromicin, trimetoprim/sulfametoksazol
Grupa B: linezolid, vankomicin, tetraciklin, rifampicin
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Grupa C: gentamicin, ciprofloksacin/ofloksacin/levofloksacin,
hloramfenikol
Grupa U: norfloksacin, nitrofurantoin

Osjetljivost stafilokoka na beta-laktamske antibiotike se testira penicilinom
i cefoksitinom.

Penicilin tableta — za testiranje osjetljivosti na sve beta-laktamaza labilne
peniciline: ampicilin, amoksicilin, azlocilin, mezlocilin, karbenicilin, piperacilin i
tikarcilin.

Cefoksitin tableta — za testiranje osjetljivosti na beta-laktamaza stabilne
peniciline (kloksacilin, dikloksacilin, flukloksacilin, meticilin, nafcilin).

Vankomicin testirati iskljucivo E testom! MIK vrijednosti za vankomicin
kod S. aureua-a i koagulaza-negativnog stafilokoka se razlikuju. Svaki soj S.

aureus-a ¢iji je MIK > 8 pg/ml i koagulaza-negativnog stafilokoka ¢iji je MIK >
32 pg/ml poslati u referentnu laboratoriju.

Izolate Staphylococcus saprophyticus-a iz urina rutinski ne testirati, jer
pokazuju osjetljivost na antimikrobne agense koji se koriste u terapiji
nekomplikovanih urinarnih infekcija (npr. nitrofurantoin, trimetoprim/
sulfametoksazol, fluorohinoloni).

Rezistencija na ciprofloksacin se sti¢e brzo u toku terapije, pa je obavezno
ponovno testiranje.

Tumacdenje rezultata

Za Staphylococcus aureus i Staphylococcus lugdunensis:

- ako je zona inhibicije rasta oko diska cefoksitina < 21mm

izvjeStava se kao oksacilin (meticilin) otporan (R);

IA

- ako je zona inhibicije rasta oko diska cefoksitina > 22mm
izvjeStava se kao oksacilin (meticilin) osjetljiv (S).

Za ostale koagulaza negativne stafilokoke:

A

- ako je zona inhibicije rasta oko diska cefoksitina < 24mm

izvjestava se kao oksacilin (meticilin) otporan (R);

- ako je zona inhibicije rasta oko diska cefoksitina > 25mm
izvjestava se kao oksacilin (meticilin) osjetljiv (S).
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Oksacilin S / penicilin S — stafilokok je istovremeno osjetljiv i na druge
peniciline, kombinacije beta-laktam / beta-laktamaza inhibitore (amoksicilin /
klavulanska kiselina, ampicilin / sulbaktam, piperacilin / tazobaktam, tikarcilin /
klavulanska kiselina), cefalosporine (cefahlor, cefdinir, cefpodoksim, cefprozil,
cefuroksim, lorakarbef, cefamandol, cefazolin, cefepim, cefmetazol, cefonicid,
cefoperazon, cefotaksim, cefotetan, ceftizoksim, ceftriakson, cefuroksim,
cefalotin, ceftarolin, moksalaktam) i karbapeneme (doripenem, ertapenem,
imipenem, meropenem).

Oksacilin S / penicilin R — stafilokok je rezistentan na beta-laktamaza
labilne peniciline, a osjetljiv na beta-laktamaza stabilne peniciline, kombinacije
beta-laktam/beta-laktamaza inhibitor i karbapeneme.

Oksacilin R — stafilokok je rezistentan na sve beta-laktamske antibiotike,
ukljucujuéi 1 karbapeneme, osim na cefalosporine koji djeluju na meticilin
rezistentni Staphylococcus aureus (ceftarolin).

Klindamicin izvjeStavati otpornim u slucaju inducibilne klindamicin
rezistencije (D zona detektovana disk difuzionim metodom).

Osjetljivost na eritromocin, klindamicin, hloramfenikol i minociklin se
rutinski ne izvjestava za izolate iz urina.

Sojevi osjetljivi na tetraciklin se mogu izvjestiti osjetljivim i na minociklin

i doksiciklin. Medutim, neki sojevi umjereno osjetljivi ili otporni na tetraciklin
mogu biti osjetljivi na minociklin, doksiciklin ili oba.

Izvjestavanje

Dozni rezim je potreban za postizanje terapijske koncentracije lijeka u
plazmi i odnose se na pacijente sa normalnom funkcijom jetre i bubrega:

- ceftarolin: 600 mg/12 h u terapiji MRSA.

Za sve osjetljive izolate stafilokoka, aminoglikozide Koristiti samo u
kombinaciji sa drugim osjetljivim ljekovima.

Rifampicin se ne moze koristiti sam u terapiji.
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31.5.2 Streptococcus spp - grupa beta-hemoliti¢kih streptokoka (grupa
BHS)

Izbor antibiotika

Grupa A: ampicilin/penicilin, eritromicin, klindamicin

Grupa B: cefepim/cefotaksim/ceftriakson, vankomicin

Grupa C: ofloksacin, levofloksacin, hloramfenikol, linezolid,
kvinupristin-dalfopristin

Izbor antibiotika se odnosi na grupu BHS koje formiraju velike kolonije
piogenih sojeva streptokoka sa antigenima grupe A (S. pyogenes), C ili G i
sojevima sa antigenom grupe B (S. agalactiae). Sojevi BHS sa antigenima grupe
A, C, Fili G koji formiraju male kolonije (S. anginosus grupa, ranije nazivana S.
milleri) se smatraju delom viridans grupe i za njih treba koristiti interpretativne
Kriterijume za viridans grupu.

Streptococcus pyogenes se NE mora testirati na penicilin, jer u uslovima in
Vitro jo$ nisu otkriveni otporni sojevi.

Ukoliko se uoci otpornost na ampicilin/penicilin bilo kog izolata BHS,
identifikaciju i testiranje treba ponoviti i u slucaju pojave otpornosti, soj poslati

referentnoj ustanovi.

Samo Streptococcus pyogenes testirati na kvinupristin-dalfopristin.

Tumacenje nalaza

BHS (grupe A, B, C i G) koji je osjetljiv na penicilin moZe se smatrati
osjetljivim i na: ampicilin, amoksicilin, amoksicilin/klavulansku kiselinu,
ampicilin/sulbaktam, cefazolin, cefepim, ceftarolin, cefradin, cefalotin,
cefotaksim, ceftriakson, imipenem, ertapenem i meropenem. Pored toga, S.
pyogenes moze se smatrati osjetljivim i na: cefahlor, cefdinir, cefprozil,
ceftibuten, cefuroksim, cefpodoksim i cefapirin.

Rezultat osjetljivosti na eritromicin odnosi se i na: azitromicin,
klaritromicin i diritromicin.

Klindamicin izvjeStavati otpornim u slucaju inducibilne klindamicin
rezistencije (D zona detektovana disk- difuzionom metodom).

Osjetljivost na eritromocin, klindamicin i hloramfenikol se rutinski ne
izvjeStava za izolate iz urinarnog trakta.
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Izvjestavanje

Preporuke za profilaksu trudnica sa S. agalactiae su ampicilin ili penicilin.
Cefazolin se preporucuje kod trudnica sa niskim rizikom od anafilakse, a
klindamicin kod trudnica sa visokim rizikom od anafilakse (prethodno ispitati
osjetljivost).

31.5.3 Streptococcus spp - viridans grupa (S. anginosus grupa i alfa-
hemoliticke streptokoke)

Izbor antibiotika

Grupa A: ampicilin/penicilin
Grupa B: cefepim, cefotaksim, ceftriakson, vankomicin
Grupa C: hloramfenicol, eritromicin, klindamicin, linezolid

U viridans grupu se ubrajaju slijedece streptokoke: mutans, salivarius,
bovis, anginosus i mitis grupa. Bakterije anginosus grupe formiraju male kolonije
sa  hemolizom i antigenima grupa A, C, Fili G.

Ampicilin i penicilin testirati iskljucivo E testom za izolate iz primarno

sterilnih regija!

Tumacenje nalaza

Rezultat osjetljivosti na eritromicin odnosi se i na: azitromicin,
klaritromicin i diritromicin.

Osjetljivost na eritromicin, klindamicin i hloramfenikol se rutinski ne
izvjestava za izolate iz urina.

IzvjeStavanje

Ukoliko soj pokazuje umjerenu osjetljivost na ampicilin i penicilin, tada ih
koristiti u kombinovanoj terapiji sa aminoglikozidima kako bi se postigao
baktericidni efekat.
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31.5.4 Streptococcus pneumoniae

Izbor antibiotika

Grupa A: penicilin (oksacilinom), eritromicin,
trimetoprim/sulfametoksazol

Grupa B: cefepim, cefotaksim, ceftriaksom, klindamicin, levofloksacin,
ofloksacin, meropenem, tetraciklin, vankomicin

Grupa C: amoksicilin, amoksicilin/klavulanska kiselina, cefuroksim,
hloramfenikol, ertapenem, imipenem, linezolid, rifampicin

Osjetljivost na penicilin se radi iskljucivo oksacilinom!

Tumacdenje nalaza

Za sojeve S. pneumoniae izolovane iz likvora, osjetljivost na penicilin,
ceftriakson, cefotaksim i meropenem treba utvrditi odredivanjem MIK-ova bez
prethodnog testiranja sa oksacilinom. Za ove sojeve treba istovremeno ispitati i
osjetljivost na vankomicin disk-difuzionim metodom ili odredivanjem MIK-a.

Za sojeve S. pneumoniae koji nijesu izolovani iz likvora, Koristi se
oksacilin skrining test. Ako je S. pneumoniae osjetljiv na oksacilin (oksacilin zona
> 20 mm) znaéi da je osjetljiv i na peniciline (oralne i parenteralne). Sojevi
S.pneumoniae koji su osjetljivi na penicilin smatraju se osjetljivim i na: ampicilin,
amoksicilin, ampicilin/sulbaktam, amoksicilin/klavulansku Kkiselinu, cefahlor,
cefdinir, cefditoren, cefepim, cefotaxim, cefpodoksim, cefprozil, ceftarolin,
ceftizoksim, ceftriakson, cefuroksim, doripenem, ertapenem, lorakarbef,
imipenem i meropenem, pa se osjetljivost na ove antibiotike ne ispituje, jer
pouzdani disk-difuzioni testovi za sada ne postoje. Ako je soj otporan na oksacilin,
ne smije se proglasiti otpornim ili umjereno osjetljivim na penicilin samo na
osnovu oksacilin testa. Obavezno se radi MIK za penicilin dilucionom metodom
ili E - testom.

Amoksicilin, ampicilin, cefepim, cefotaksim, ceftriakson, cefuroksim,
ertapenem, imipenem i meropenem se mogu koristiti u terapiji infekcija izazvanih
pneumokokom, medutim, pouzdani disk-difuzioni testovi osjetljivosti jo§ uvijek
ne postoje. Njihova in vitro aktivnost se odreduje pomoc¢u MIK vrijednosti.

MIK vrijednosti su razliCite za oralne i parenteralne (meningitis i ne -
meningitis) peniciline i cefalosporine!

Ako se ne moze uraditi MIK, treba u komentaru antibiograma naznaciti da
s0j ima smanjenu osjetljivost na penicilin.
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Ako je soj osjetljiv na eritromicin moZe se smatrati osjetljivim i na:
azitromicin, klaritromicin i diritromicin.

Klindamicin izvjeStavati otpornim u sluc¢aju inducibilne klindamicin
rezistencije (D zona detektovana disk difuzionim metodom).

Osjetljivost na eritromicin, klindamicin i hloramfenikol se rutinski ne
izvjeStava za izolate iz urinarnog trakta.

Ako je soj osjetljiv na tetraciklin moze se smatrati osjetljivim i na:
doksiciklin i minociklin.

Izvjestavanje

Osjetljivost na peniciline i cefalosporine se izvjeStava u zavisnosti da li se
radi o meningitisu ili nemeningitisu. Za izolate iz likvora dati samo interpretaciju
parenteralne terapije za meningitis prema MIK vrijednostima za meningitis, a za
sve ostale izolate (izuzev iz likvora) izvjestiti terapiju i za meningitis i za
nemeningitis prema MIK vrijednostima za nemeningitis (oralnu i parenteralnu).

Dozni rezimi su potrebni za postizanje terapijske koncentracije lijeka u
plazmi i odnose se na pacijente sa normalnom funkcijom jetre i bubrega:

penicilin parenteralno (nemeningitis):
- kada je MIK <2 pg/ml najmanje 2 miliona I.J./4 h za odrasle ili 12
miliona 1.J./dan
- kadaje 2 <MIK < 8 ug/ml doza je 18 - 24 miliona I.J./dan
penicilin parenreralno (meningitis):
- maksimalne doze intraveske primene penicilina (npr. najmanje 3
miliona 1.J./4 h za odrasle)

Rifampicin se ne moze koristiti sam u terapiji.

31.5.5 Enterococcus spp.

Izbor antibiotika

Grupa A: ampicilin, penicilin
Grupa B: linezolid, vankomicin
Grupa C: gentamicin (120 pg)
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Grupa U: ciprofloksacin, levofloksacin, norfloksacin, nitrofurantoin,
tetraciklin

Za umjereno osjetljive sojeve na aminoglikozide (zona inhibicije rasta od 7
do 9 mm) treba uraditi agar dilucioni metod. Osjetljivi su izolati ¢ija je zona > 10
mm (u korelaciji je sa MIK- om < 500 ug/ml), a otporni su izolati ¢ija je zona < 6
mm (u korelaciji je sa MIK- om > 500 pug/ml).

Vankomicin rezistentne sojeve E. faecium treba testirati na
kvinupristin/dalfopristin.

U testovima in vitro sojevi enterokoka mogu biti osjetljivi na cefalosporine,

aminoglikozide (uobicajena doza), klindamicin i kotrimoksazol, ali ovi antibiotici
su klinicki neefikasni, pa ih ne treba uvrstavati u antibiogram.

Tumacdenje nalaza

Rezistencija enterokoka na ampicilin i penicilin koja je uslovljena
produkcijom beta-laktamaza ne moze se pouzdano utvrditi rutinskim disk-
difuzionim ili dilucionim metodom. Preporucuje se nitrocefinski test, a obavezno
za izolate iz krvi i likvora!

Ako je nitrocefinski test pozitivan — izolat je otporan na penicilin, kao i na
amino i ureidopeniciline.

Sojevi enterokoka koji ne produkuje beta-laktamaze i koji su osjetljivi na
ampicilin, mogu se smatrati osjetljivim i na amoksicilin, kao i na
amoksicilin/klavulansku  kiselinu,  ampicilin/sulbaktam,  piperacilin i
piperacilin/tazobaktam, ali ne zna¢i da su osjetljivi i na penicilin. Osjetljivost na
ampicilin se moze koristiti za predvidanje osjetljivosti na imipenem ukoliko je
potvrdeno da se radi o E. faecalis-u.

Sojevi enterokoka koji ne produkuju beta-laktamaze i koji su osjetljivi na
penicilin, mogu se smatrati osjetljivim i na ampicilin, amoksicilin,
ampicilin/sulbaktam,  amoksicilin/klavulansku  kiselinu,  piperacilin i
piperacilin/tazobaktam.

Kad se testira osjetljivost enterokoka na vankomicin, inkubacija mora biti
puna 24 sata, a oCitavanje pod kosim uglom. Prisustvo bilo kakvog rasta ili
zamagljenja unutar zone inhibicije rasta ukazuje na otpornost!

Za sojeve sa umjerenom otpornoS$¢u na vankomicin treba uraditi MIK.
Ukoliko je MIK od 8 do 16 pg /ml treba uraditi vankomicin test:
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Podloga: BHI (mozdano-sr¢ani infuzioni) agar sa 6 pg/ml vankomicina

Inokulum: zasijava se 10 pl suspenzije gustine 0,5 Mc Farland

Inkubacija: 3542 °C, 24 h

Rezultat: Pojava vise od jedne kolonije ukazuje na otpornost na
vankomicin.

Sojevi osjetljivi na tetraciklin se mogu izvjestiti osjetljivim i na minociklin
i doksiciklin. Medutim, neki sojevi umjereno osjetljivi ili otporni na tetraciklin
mogu biti osjetljivi na minociklin, doksiciklin ili oba.

Izvjestavanje

Ukoliko je soj osjetljiv na beta-laktamske antibiotike (ampicilin, penicilin,
vankomicin) i na visoke doze aminoglikozida (gentamicin i streptomicin),
izvjestavati kao komentar klinicaru — Aminoglikozidi se mogu Koristiti u
terapiji samo u visokim dozama i isklju¢ivo u kombinaciji sa beta-
laktamskim antibioticima.

31.5.6 Enterobakterije

Izbor
antibiotika

ENTEROBACTERIACEAE

Grupa A: ampicilin, cefazolin, gentamicin

Grupa B: amikacin, amoksicilin/klavulanska kiselina,
piperacilin/tazobaktam, cefuroksim (parenteralno), cefepim,
cefoksitin, cefotaksim/ceftriakson, ciprofloksacin, ertapenem,
imipenem, meropenem, piperacilin,
trimetoprim/sulfametoksazol

Grupa C: aztreonam, ceftazidim, hloramfenikol, tetraciklin

Grupa U: cefazolin/cefalotin*, cefahlor, cefaleksin, cefuroksim (oralno),
norfloksacin, nitrofurantoin

* skrining test za oralne cefalopsporine kod nekomplikovane
urinarne infekcije
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Tumacenje nalaza

Ako je soj osjetljiv na ampicilin onda je osjetljiv i na amoksicilin.

Kada se testiraju izolati enterobakterija iz likvora, treba soj ispitati na
cefotaksim ili ceftriakson.

Salmonella spp. i Shigella spp. mogu pokazivati in vitro dobru osjetljivost
prema cefalosporinima 1. i 2. generacije i cefamicinima, ali bez kliniCke
efikasnosti, pa ih ne treba izvjestavati kao osjetljive na ove antibiotike.

Kada su u pitanju izolati Salmonella spp. i Shigella spp. iz fecesa,
osjetljivost  se ispituje samo za ampicilin, fluorohinolone,
trimetoprim/sulfametoksazol i nalidiksnu kiselinu. Kod ekstraintestinalnih izolata
salmonela treba ispititivati i izvjeStavati i cefalosporine trece generacije. Pri tome
je testiranje indikovano samo za tifoidne salmonele (Salmonella Typhi i
Salmonella Paratyphi A, B i C) iz intestinalnih ili ekstraintestinalnih izvora.
Testiranje osjetljivosti netifoidnih izolata salmonela iz fecesa treba raditi, ali
izvjeStavati samo osjetljivost bolnickih sojeva!

Enterobacter spp, Citrobacter spp. i Serratia spp. mogu razviti rezistenciju
u toku terapije cefalosporinima 3. generacije zbog derepresije AmpC (3-laktamaze.
Osijetljivi izolati mogu postati rezistentni u toku 3-4 dana od pocetka terapije, pa
je opravdano vrsiti ponovno ispitivanje osjetljivosti soja izolovanog sa istog
mjesta infekcije!

Sojevi osjetljivi na tetraciklin se mogu izvjestiti osjetljivim i na minociklin
i doksiciklin. Medutim, neki sojevi umjereno osjetljivi ili otporni na tetraciklin
mogu biti osjetljivi na minociklin, doksiciklin ili oba.

Kod nekomplikovanih urinarnih infekcija uzorkovanih sojevima E. coli, K.
pneumoniae i P. mirabilis- a, osjetljivost na cefazolin/cefalotin vazi i za oralne
cefalosporine (cefaleksin, cefadroksil, cefpodoksim i lorakarbef). Ipak, u slucaju
otpornosti na cefazolin, izolati mogu biti osjetljivi na cefpodoksim i cefuroksim
(oralno), pa treba ispitati njihovu osjetljivost na ove lijekove.

Osjetljivost na hloramfenikol ne izvjestavati za izolate iz urina.

IzvjeStavanje

Dozni rezimi su potrebni za postizanje terapijske koncentracije lijeka u
plazmi i odnose se na pacijente sa normalnom funkcijom jetre i bubrega:
- cefazolin:2g/8h
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- cefepim:1g/12h

- cefotaksim, ceftazidim, aztreonam: 1 g/ 8 h
- ceftriakson, ertapenem: 1 g/ 24 h

- cefoksitin: najmanje 8g/24 hili2g/6 h;
- cefuroksim (parenteralno): 1,5g/8 h;

- imipenem: 500 mg/6hililg/8h;

- meropenem: 1g/8h.

Detekcija ESBL — posebni protokol!

31.5.7 Haemophilus influenzae i Haemophilus parainfluenzae

Izbor antibiotika

Grupa A: ampicilin, trimetoprim/sulfametoksazol

Grupa B: cefuroksim (parenteralno), cefotaksim /ceftriakson /ceftazidim,
hloramfenikol, meropenem

Grupa C: azitromicin, aztreonam, amoksicilin/klavulanska kiselina,
cefahlor, cefiksim, cefuroksim (oralno),
ciprofloksacin/ofloksacin/levofloksacin, ertapenem/imipenem,
rifampicin, tetraciklin

Ne stavljati vise od 4 diska na jednu plocu!

Za sojeve Haemophilus influenzae iz likvora, testirati i izvjeStavati:
ampicilin, jedan cefalosporin 3. generacije, hloramfenikol i meropenem.

Za empirijsku terapiju infekcija respiratornog trakta izazvanih
Haemophilus spp. mogu se Koristiti oralni lijekovi: amoksicilin/klavulanska
kiselina, azitromicin, Klaritromicin, cefahlor, cefprozil, lorakarbef, cefdinir,
cefiksim, cefpodoksim, cefuroksim i telitromicin— ne moraju se rutinski testirati.

Tumacenje nalaza

Ako je soj osjetljiv na ampicilin onda je osjetljiv i na amoksicilin.

Vecéina sojeva Haemophilus influenzae otpornih na ampicilin i amoksicilin
su produktori beta- laktamaza. Nitrocefinski test moze odrediti osjetljivost na
ampicilin i amoksicilin.

Tetraciklin je predstavnik svih tetraciklina, pa se rezultati osjetljivosti
odnose i na doksiciklin i minociklin.

Osjetljivost na hloramfenikol ne izvjestavati za izolate iz urina.
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Izvjestavanje

Rifampicin se moze koristiti samo za profilaksu, ali ne i u terapiji infekcija
uzrokovanih invazivnim izolatima Haemophilus influenzae.

31.5.8 Neisseria gonorrhoeae

Izbor antibiotika

Grupa A: ceftriakson, ciprofloksacin, tetraciklin

Osjetljivost N. gonorrhoeae ispituje se samo kad za to postoje klini¢ke
indikacije (alergija na penicilin, neodgovaraju¢i klinicki odgovor).

Tumacdenje rezultata

Kod svih sojeva N. gonorrhoeae prvo treba uraditi nitrocefinski test .

Ako je nitrocefinski test pozitivan — soj je otporan na penicilin, ampicilin
i amoksicilin.

Ukoliko je zona inhibicije rasta < 19 mm oko diska tetraciklina, verovatno
se radi o plazmidima posredovanoj otpornosti na tetracikline i treba odrediti
osjetljivost MIK dilucionom metodom.

Tetraciklin je predstavnik svih tetraciklina, pa se rezultati osjetljivosti
odnose i na doksiciklin i minociklin.

31.5.9 Neisseria meningitidiis

Testiranje osjetljivosti izolata se moze izvoditi samo ukoliko laboratorija
raspolaze BSC— om (Biological Safety Cabinet) uz primenu procedura i opreme
BSL- 3 nivoa zastite. U suprotnom, sojeve poslati u referentnu laboratoriju.

31.5.10 Pseudomonas aeruginosa

Izbor antibiotika

grupa A: ceftazidim, gentamicin, piperacilin
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grupa B: amikacin, aztreonam, cefepim, ciprofloksacin, levofloksacin,
imipenem, meropenem, piperacilin/tazobaktam, tikarcilin
grupa U: ofloksacin, norfloksacin

Pseudomonas aeruginosa moze brzo da razvije rezistenciju na sve
antibiotike (unutar 3- 4 dana od zapocete terapije), pa je zbog toga preporuéljivo
retestirati isti soj.

Osjetljivost izolata Pseudomonas aeruginosa kod pacijenata sa cisti¢cnom

fibrozom moze se pouzdano utvrditi disk-difuzionom metodom, ali se preporucuje
izvjestavanje poslije produzene inkubacije (do 24 sata).

Tumacdenje rezultata

Metode za skrining i potvrdne ESBL testove jos nijesu odredene!

Izvjestavanje

Obavezan komentar ukoliko je soj osjetljiv na penicilinske preparate i
betalaktam-betalaktamske inhibitore — Penicilinski preparat i betalaktam-
betalaktamski inhibitor ne koristiti kao monoterapiju, ve¢ u visokim dozama
i u kombinaciji sa fluorohinolonom ili aminoglikozidom.

Dozni rezimi su potrebni za postizanje terapijske koncentracije lijeka u
plazmi i odnose se na pacijente sa normalnom funkcijom jetre i bubrega:

- piperacilin, piperacilin/tazobaktam i tikarcilin: najmanje 3g/ 6 h;
- ceftazidim i aztreonam: 1g/6 hili2g/8 h;

- cefepim:1g/8hili2g/12h;

- imipenem: 1 g/ 8 hili 500 mg /6 h;

- meropenem: 1g/8h.

31.5.11 Acionetobacter spp.

Izbor antibiotika

grupa A: ceftazidim, ciprofloksacin, levofloksacin, imipenem,
meropenem, gentamicin
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grupa B: amikacin, piperacilin/tazobaktam, cefepim, cefotaksim,
ceftriakson, tetraciklin, piperacilin,
trimetoprim/sulfametoksazol
Tumacenje rezultata

Za izolate iz likvora ne izvjeStavati: gentamicin, cefepim, ciprofloksacin!
Sojevi osjetljivi na tetraciklin se mogu izvjestiti osjetljivim i na minociklin
i doksiciklin. Medutim, neki sojevi umjereno osjetljivi ili otporni na tetraciklin

mogu biti osjetljivi na minociklin, doksiciklin ili oba.

Izvjestavanje

Dozni rezimi su potrebni za postizanje terapijske koncentracije lijeka u
plazmi i odnose se na pacijente sa normalnom funkcijom jetre i bubrega:

- imipenem: 500 mg/6 h;
- meropenem: 1 g/8hili 500 mg/ 6 h.

31.5.12 Burkholderia cepacia

Izbor antibiotika

grupa A: trimetoprim/sulfametoksazol
grupa B: ceftazidim, meropenem

Pri oéitavanju zone inhibicije zanemariti sitne kolonije koje se vide samo
lupom pri ivicama zone inhibiranog rasta i izmeriti pre¢nik zone jasne inhibicije
rasta.

31.5.13 Stenotrophomonas maltophillia

Izbor antibiotika

grupa A: trimetoprim/sulfametoksazol
grupa B: levofloksacin

Pri ocitavanju zone inhibicije zanemariti sitne kolonije koje se vide samo
lupom pri ivicama zone inhibiranog rasta i izmeriti precnik zone jasne inhibicije
rasta.
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31.5.14 Ostali nefermentujuci Gram negativni bacili

Izbor antibiotika

grupa A: ceftazidim, gentamicin, piperacilin

grupa B: amikacin, aztreonam, cefepim, ciprofloksacin, levofloksacin,
imipenem, meropenem, piperacilin/tazobaktam,
trimetoprim/sulfametoksazol

grupa C: cefotaksim, ceftriakson, hloramfenikol

grupa U: ofloksacin, norfloksacin, tetraciklin

Disk— difuzioni metod nije preporucljiv, jer zbog nedostatka relevantnih

klini¢ckih podataka nije sistematski proucen. Zato je neophodno odrediti
osjetljivost za sve navedene antibiotike na osnovu MIK vrijednosti.

31.5.15 Anaerobne bakterije

Izbor antibiotika

grupa A: ampicilin, penicilin, amoksicilin/klavulanska kiselina,
piperacilin/tazobaktam, klindamicin, ertapenem, imipenem,
meropenem, metronidazol

grupa C: cefoksitin, ceftriakson, piperacilin, tikarcilin, tetraciklin,
hloramfenikol

Disk— difuzioni metod nije preporucljiv, jer zbog nedostatka relevantnih
klinickih podataka nije sistematski proucen. Zato je neophodno odrediti
osjetljivost za sve navedene antibiotike na osnovu MIK vrijednosti.

Ampicilin i penicilin se preporu¢uju za primarno testiranje (A grupa) kod
Gram pozitivnih anaeroba, jer vecina ovih bakterija ne produkuje beta— laktamaze,
ali ne i kod Gram negativnih anaeroba koji su uglavnom beta— laktamaza
produktori i ovi lijekovi se testiraju u okviru C grupe. Nitrocefinskim testom svi
pozitivni sojevi se mogu izvjestiti kao otporni na penicilin, ampicilin i
amoksicilin.

Svi ¢lanovi Bacteroides fragilis grupe su otporni na peniciline.

Osjetljivost na hloramfenikol ispitivati samo kod Gram negativnih
anaeroba.

Mnoge Gram-— pozitivne nesporogene anaerobne bakterije su otporne na
metronidazol.
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31.6 Inkubacija

Zasijane podloge sa postavljenim diskovima antibiotika se inkubiraju na
odgovarajuéoj temperaturi u aerobnim, mikroaerofilnim ili anaerobnim uslovima,
zavisno od vrste bakterija koje se ispituju (tabela br.11). PloCe su okrenute
poklopcem na gore.

TABELA 11. Uslovi i vrijeme inkubacije za pojedine vrste bakterija

MIKROORGANIZMI INKUBACIJA

enterobakterije 16-18 h,na35+2°C
Pseudomonas aeruginosa 16-18h,na35+2°C
Acinetobacter spp. 20-24h,na35+2°C
Burkholderia cepacia 20-24h,na35+2°C
Stenotrophomonas maltophilia 20-24h,na35+2°C

ostali nefermentuju¢i Gram negativni bacili 16-20 h,na35+2°C
Staphylococcus aureus 16 -18 h,na35+2°C
Staphylococcus spp. 24h,na35+2°C
Staphylococci (cefoksitin) 24 h, na 30 °C (ne preko 35 °C)
Staphylococci (vankomicin) 24h,na35+2°C

BHS grupa 20-24h,na35+2°C, 5% CO;
viridans grupa 20-24h,na35+2°C, 5% CO;
Streptococcus pneumoniae 20-24h,na35+2°C, 5% CO,
Enterococcus spp. 16-18h,na35+2°C
Enterococci (vankomicin) 24h,na35+£2°C

H. influenzae, H. parainfluenzae 16 - 18 h, na 35 £2 °C, 5% CO;
Neisseria gonorrhoeae 20-24h,na36+1°C, 5% CO;
Neisseria meningitidis 20-24h,na35+2°C, 5% CO,
anaerobi 42 -48 h,na36+1°C

31.7 Citanje rezultata

e MjeraCem sa milimetarskom podjelom se mjeri precnik zone
inhibicije rasta ispitivanog bakterijskog soja za pojedine antibiotike.

e Na osnovu izmjerenih vrijednosti precnika zone inhibicije rasta vrsi se
procjena stepena osjetljivosti i svrstavanje u jednu od tri kategorije:



112

Nacionalne smjernice dobre klinicke prakse

32

32.1

S (sensitive) — osjetljiva - Infekcija izazvana osjetljivim sojem
lijeci se uobicajenim (optimalnim) terapijskim dozama.

I (intermediate) — umjereno osjetljiva - Infekcija izazvana
umjereno osjetljivim sojem lije¢i se viSim terapijskim dozama
antibiotika.

R (resistant) — otporna - Infekcija izazvana rezistentnim sojem
ne moze se lijeciti ispitivanim antibioticima.

Identifikacija B-laktamaza
prosirenog spektra

Opste napomene

Beta-laktamaze proSirenog spektra (eng. extended spectrum J3-
lactamases — ESBL) najznacajniji su uzrok rezistencije na
cefalosporine 2. i 3. generacije.

Proizvodnju ESBL kodiraju geni plazmida tako da je Sirenje medu
sojevima iste, ali i razlicitih vrsta jednostavno.

Da bi otkrili produkciju ESBL koristimo skrining testove i fenotipski
potvrdni test.

Testiraju se sojevi: Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Escherichia coli i Proteus mirabilis.

Ukoliko su izolati: Acinetobacter species, P. aeruginosa i
Stenothrophomonas maltophilia, ESBL testove ne treba raditi. U ovih
bakterija produkcija ESBL je mogu¢, ali rijedak uzrok rezistencije,
tako da se u rutinskom radu testiranje ne preporucuje. Osim t0ga,
metode za skrining i potvrdne testove za ove izolate jo$ nisu odredene.

Produkcija ESBL je Cesto udruzena sa rezistencijom na antibiotike koji
ne pripadaju p-laktamskim antibioticima.
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e Bakterije sa ESBL produkcijom je tesko otkriti ako su u pitanju sojevi
sa inducibilnim AmpC hromozomalnim enzimima.

32.2

Skrining test

e Zasniva se na standardnoj metodi izrade antibiograma disk difuzionom
metodom uz koriS¢enje odredenih cefalosporina kao indikatora
moguce produkcije ESBL (tabela br.12).

TABELA 12. Kriterijumi za otkrivanja ESBL sojeva K. pneumoniae, K.oxytocae,
E. coli i P. mirabilisa

coli
cefpodoksim zona <17 mm

ceftazidimzona <22 mm
aztreonam zona <27 mm
cefotaksim zona <27 mm
ceftriakson zona <25 mm

test skrining test fenotipski potvrdni test
metod disk difuzija disk difuzija
medijum MHA MHA
koncentracija | K. pneumoniae, K.oxytoca, E. | K. pneumoniae, K.oxytoca, E. coli,
lijeka coli* P. mirabilis **
cefpodoksim 10 pg ili
ceftazidim 30 pgili ceftazidim 30 ug
aztreonam 30 pg ili ceftazidim/klavulanska kiselina
cefotaksim 30 ug ili 30/10 pg
ceftriakson 30 pg
i
P. mirabilis*
cefpodoksim 10 pg ili cefotaksim 30 ug
ceftazidim 30 pg ili cefotaksim/klavulanska kiselina
cefotaksim 30 ug 30/10 pg
Koristiti vise od jednog Potvrda testiranja zahtjeva upotrebu
antibiotika za skrining ESBL | sva 4 antibiotika za fenotipsku
produkcije! potvrdu ESBL produkcije
inokulum standardna disk-difuzija standardna disk-difuzija
. USIOVI.. 35+ 2 °C, aerobno 3542 °C, aerobno
inkubacije
trajanje 16 - 18 h 16 -18h
inkubacije
rezultat K. pneumoniae, K.oxytoca, E. | Razlika > 5 mm izmedu zona

inhibicije rasta oko cefalosporina i
njegove kombinacije sa
klavulanskom kiselinom ukazuje na
ESBL produkciju.
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P. mirabilis Razlika < 5 mm izmedu zona
cefpodoksim zona <22 mm | inhibicije rasta oko cefalosporina i
ceftazidim zona <22 mm | njegove kombinacije sa

cefotaksimzona <27 mm | klavulanskom kiselinom ukazuje da
s0j ne produkuje ESBL.

Manje zone ukazuju na ESBL
produkciju.

izvjeStavanje nije obavezno

32.3

32.4

Osjetljivost ispitivanog bakterijskog soja se procjenjuje nakon
mjerenja precnika zone inhibicije rasta u skladu sa kriterijumima koji
su standardizovani.

Skrining test se smatra pozitivnim ukoliko je nadena rezistencija na
cefpodoxim, ceftazidim, aztreonam, cefotaxim ili ceftriakson.

Ukoliko je skrining test pozitivan treba uraditi fenotipski potvrdni test.

Kontrole testova koji se koriste za otkrivanje ESBL

Kao pozitivna kontrola se preporu¢uje E.coli ATCC 35218.

Tumacenje nalaza

Dokazana ESBL produkcija ima samo epidemioloski znacaj, pa
izvjestavanje nije neophodno.

U nalazu ne naglasavamo da je izolovani soj rezistentan na peniciline,
cefalosporine i aztreonam, bez prethodne izrade antibiograma koji
uklju¢uju navedene antibiotike.
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33

33.1

Identifikacija karbapenemaza
produkujucih sojeva

Skrining test

Zasniva se na standardnoj metodi izrade antibiograma disk difuzionom
metodom uz kori§¢enje diska meropenema od 10 pg, kao indikatora
mogucih karbapenemaza produkujucih izolata enterobakterija.

Klini¢ki cut-off za meropenem je 22 mm, tako da su svi izolati ¢iji je
precnik zone veci od 22 mm osjetljivi na ovaj lijek.

Epidemioloski cut-off je 25 mm, tako da izolati ¢ija je zona inhibicije
manja od 25 mm su sumnjivi da luée karbapenemaze.

U nalazu naglasavamo da je izolovana bakterija osjetljiva na meropenem,
ali postoji mogucnost da je nosilac gena koji je odgovoran za rezistenciju
na karbapeneme.

Ukoliko je skrining test pozitivan, potrebno je soj poslati u laboratoriju
koja obavlja poslove referentne laboratorije, kako bi se uradio fenotipski
potvrdni test.
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DODATAK: Nacin pripremanja hranljivih
podloga koje ne postoje u praskastom obliku
kao gotove podloge

Obogaceni ¢okoladni agar

Sipati 5 gr hemoglobina u prahu u bocu od 500 ml sa perlama.

Dodati 250 ml destilate (prvo malo da se razbije hemoglobin, a zatim
se dodaje do 250 ml).

Kuvati na plameniku uz ¢esto muckanje, pa presuti u drugu
Erlermajerovu bocu bez perlica.

U drugu Erlermajerovu bocu izmjeriti 18 gr GC medium baze (ili 19,5
gr Thayer Martin baza) i 250 ml vode, i to homogenizovati.

To se sve steriliSe 15 minuta na 121°C u autoklavu (autoklaviraju se
odvojeno hemoglobin i baza, pa se po autoklaviranju sjedine).

Kad se podloga rashladi na 50°C dodaje se 5ml poliviteksa (1 ml
poliviteksa na 100 ml podloge), homogenizuje se i nakon toga se
razliva u Petrijeve ploce.

Selektivni Cokoladni agar za Haemophilus spp.

Sipati 5 gr hemoglobina u prahu u Erlermajerovu bocu od 500 ml sa
perlama.

Dodati 250 ml destilate (prvo malo, da se razbije hemoglobin, zatim
dodati do 250 ml).

kuvati na plameniku uz Cesto muckanje, a zatim presuti u drugu
Erlermajerovu bocu bez perlica.

Podlogu sterilisati u autoklavu 15 minuta na 121°C i nakon toga je
ohladiti na 50°C.

U tako ohladenu podlogu dodati bacitracin (2 ml bacitracina na 500 ml
podloge) i 5 ml dodatka sa X i V faktorima rasta (1ml ovog dodatka na
100 ml podloge).

U drugu Erlermajerovu bocu izmjeriti 18 gr GC medum baze i 250ml
vode, i to homogenozovati.

Sterilisati u autoklavu 15 minuta na 121°C.
Kad se podloga ohladi na 50°C, pomijesati sadrzaj iz obje boce.
Tako pripremljenu podlogu razliti u Petrijeve ploce.
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VCN cokoladni agar

Otopiti 18 gr GC AGAR BASE u 250 ml destilovane vode i sterilisati
u autoklavu 15 minuta na 121° C.

U drugu tikvicu (sa perlama) sipati 5 gr hemoglobina u prahu i dodati
250 ml vode (prvo malo, da se razbije hemoglobin, zatim dodati ostatak
do 250 ml).

Kuvati na plameniku uz cesto mijeSanje 1 presuti u drugu
Erlermajerovu bocu bez perli. Sterilisati u autoklavu 15 minuta
nal21°C.

Autoklaviran i ohladen na 50°C sadrzaj iz obje tikvice se sjedini i doda
se 5 ml dodatka sa X i V faktorima rasta i 5 ml VCN dodatka (1 ml na
100 ml podloge).

Tako pripremljena podloga se razliva u Petrijeve ploce.

Podloga za anaerobe

Otopiti 10,4 gr BRAINT HEART INFUSION AGAR u 200 ml
destilovane vode.

Sterilisati u autoklavu 15 minuta na 121°C.

Kad se autoklavira i ohladi na 50°C dodati 0,2 ml vitamina K, 0,5 ml
pripremljenog i sterilisanog hemoglobina i 10 ml defibrinisane ov¢ije
krvi.

Tako pripremljenu podlogu razliti u Petrijeve ploce.

Selektivna podloga za Campylobacter spp.

Otopiti 10 gr podloge COLUMBIA AGAR u 250 ml destilovane vode
1 sterilisati u autoklavu 15 minuta na 121°C.

Kad se ohladi na 50°C dodati 5-10% (15 ml) defibrinisane ov¢ije krvi
i 2,5 ml dodatka sa mjesavinom antibiotika za Campylobacter podlogu
(jedna flaSica se rastvara sa 2 ml aqua redestilata)

Tako pripremljenu podlogu razliti u Petrijeve ploce.

Podloga za ispitivanje osjetljivosti gonokoka na antibiotike

Otopiti 7,2 gr MEDIUM BASE u 100 ml destilovane vode.Zagrijevati
na plameniku do klju¢anja (da klju¢a oko 1 minut).

Sterilisati u autoklavu 15 minuta na 121°C. Ohladiti na 50°C i dodati
dodatak sa X i V faktorima rasta: 2ml na 100 ml podloge.

Lagano mijesati u jednom pravcu 3 puta i 3 puta u drugom pravcu (da
se ne stvore mjehuriéi). Tako pripremljenu podlogu razliti u Petrijeve
ploce (ne spaljivati ploce).
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