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Veronika Krizan-Hergouth,! Barbara Zdolsek?

Splosna nacela odvzema vzorcev
za mikrobioloske preiskave

General Principles of Specimen Collection in Microbiology

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: kakovost vzorcev, splo$na navodila, varnost, izobrazevanje

Odvzem vzorcev je pomemben del mikrobioloSke preiskave. Nepravilnosti pri odvzemu
neposredno vplivajo na kakovost in zanesljivost rezultatov izvedenih preiskav. Osebe, ki
opravljajo odvzeme, se morajo zavedati pomena dobrega odvzema in svoje soodgovor-
nosti za izid mikrobioloske preiskave. UpoStevati morajo navodila, ki jih pripravi mikro-
bioloski laboratorij. Pri tem so pomembni poznavanje splo$nih nacel odvzema vzorcey,
ustrezna usposobljenost in uporaba zascitnih sredstev. Za kakovostno mikrobiolosko
preiskavo je nujno dobro sodelovanje med laboratorijem in zdravstvenimi ustanovami,
kjer vzorce odvzemajo.

ABSTRACT

KEY WORDS: specimen quality, general recommendations, safety, education

The collection of samples is an important part of microbiological testing. Irregulari-
ties during sample collection directly impact the quality and reliability of the test re-
sults. Persons performing sample collection must be aware of the significance of pro-
per collection and their shared responsibility for the outcome of microbiological tests.
They should adhere to the instructions provided by the microbiological laboratory.
Key factors include understanding general principles of sample collection, appropria-
te training, and the use of protective measures. To insure high-quality microbiological
examination, effective collaboration between laboratories and healthcare institutions
involved in sample collection is essential.

t Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000
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2 Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano, Prvomajska 1, 2000 Maribor; barbara.zdolsek@nlzoh.si
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uvoD

Odvzem vzorcev je pomemben del mikro-
bioloske preiskave. Sodi v predanalizno
fazo, ki se za¢ne z naro¢ilom mikrobiolo-
Ske preiskave, identifikacijo in pripravo
bolnika, nadaljuje se z odvzemom vzorca
in prenosom v mikrobioloski laboratorij
ter se zakljuci s sprejemom v laboratoriju,
kjer poteka analizna faza (1).

Za kakovostno mikrobiolosko preiska-
vo je najpomembnejsi dober vzorec. Pravil-
no ravnanje z vzorci pri odvzemu in tran-
sportu je odlocilno za klini¢no relevantne
rezultate preiskav. Neustrezen odvzem
vpliva na potek preiskave. Posledice ne-
pravilnosti so med drugim zamude pri spo-
rocanju rezultatov, nepotrebne ponovitve
testiranj ter nepravilni rezultati, ki lahko
pomembno vplivajo na terapevtske odlo-
Citve in potek zdravljenja bolnikov (2).

Odvzem vzorcev praviloma ne poteka v
mikrobioloskem laboratoriju, ampak v bol-
ni$nicah in drugih zdravstvenih ustanovah,
zato je medsebojno sodelovanje zelo po-
membno. Naloga mikrobioloskega labora-
torija je priprava navodil za odvzem vzor-
cev, ki morajo vsebovati natan¢ne podatke o
nacinu odvzema za posamezne vrste vzor-
cev in preiskav (mesto odvzema, posto-
pek odvzema, kolicina vzorca, embalaza za
shranjevanje, pogoji hranjenja in transpor-
ta). Naloga oseb, ki opravljajo odvzem - ve-
¢inoma so to medicinske sestre ali zdrav-
niki - pa je, da navodila vkljucijo v svoje
delovne protokole in jih upostevajo. Zelo
pomembno je, da se vsi delezniki v proce-
su zavedajo pomena kakovostnega odvze-
ma, sicer mikrobioloski laboratorij ne more
v polni meri prispevati k obravnavi in zdra-
vljenju bolnikov (3).

Za kakovosten odvzem je treba sledi-
ti splosnim nacelom za odvzem vzorcev. Ta
vkljucujejo nacin odvzema (izbor in pravil-
na tehnika), ¢as odvzema, varnost in zascito
oseb, ki vzorce jemljejo, ter njihovo usposo-
bljenost za to delo. (4).

6

NACIN ODVZEMA VZORCA

1. Vzorce moramo odvzeti z anatomske-
ga mesta, kjer je verjetnost, da bomo
povzrocitelja bolezni nasli, najvedja.
Odvzem reprezentativnega vzorca prine-
katerih okuzbah ni preprost in se pogosto
nadomesti z lazje dostopnimi odvzemi.
Med pogostejSimi primeri nepravilnih
odvzemov so vzorci pri okuzbah srednje-
ga uSesa, kjer najustreznejsi vzorec, to
je tekoCina iz srednjega usesa, odvzeta s
punkcijo, nadomestimo z brisom zuna-
njega sluhovoda, ter vzorci pri vnetju ob-
nosnih votlin, kjer aspirat sinusa nado-
mestimo z neustreznim brisom nosu. Ker
izolirani mikroorganizmi v takih prime-
rih zelo verjetno niso dejanski povzroci-
telji, je rezultat mikrobioloske preiska-
ve nepravilen in lahko vodi v neustrezno
obravnavo bolnika (4, 5).

2. Vzorce odvzamemo z asepticno tehni-
ko na pravilen nacin z ustreznimi pos-
topki in pripomocki v skladu z navodili
mikrobioloskega laboratorija. Zelo po-
gosta dilema pri odvzemu vzorcev ran je
odvzem z brisom ali s punkcijo oziroma
z biopsijo. Odvzem z brisom je razmero-
ma preprost in poceni, vendar je koli¢ina
odvzetega vzorca praviloma manjsa kot
pri punktatih ali biopsijah, pogostejse
so kontaminacije z normalno mikroflo-
ro, dolocene vrste brisov pa imajo lahko
tudi toksicen ucinek na nekatere mikro-
organizme v vzorcu (4, 5).

3. Pri odvzemu moramo v najvecji moz-
ni meri prepreciti kontaminacijo z nor-
malno mikrofloro. Pri odvzemu vzorcev,
kjer so tudi bakterije normalne mikro-
flore lahko povzrociteljice okuzb (kri za
hemokulture, razli¢ni punktati, tkiva),je
klju¢na ustrezna priprava odvzemnega
mesta. Za prepreCevanje kontaminacij
s kozno mikrofloro moramo uporabiti
ucinkovita razkuzila in ustrezno izpe-
ljati postopek razkuzZevanja. Pri nekate-
rih vzorcih, denimo iz spodnjih dihalnih
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poti, brisi povrsinskih ran ali urin, pa je
pomembno, da uporabimo pravilno teh-
niko odvzema, s ¢imer zmanjsamo kon-
taminacijo z normalno mikrofloro in
tako omogocimo rast pravih povzrocite-
ljev okuzb (3, 4, 5).

4. Odvzeti moramo zadostno koli¢ino
vzorca. Ce je koli¢ina vzorca premajhna,
so lahko rezultati preiskave lazno nega-
tivni (3). Vedji volumen odvzetega vzorca
praviloma povecuje verjetnost detekcije
mikroorganizmov. Cockerill s sodelav-
ci je v studiji ugotovil, da se Stevilo izo-
liranih mikroorganizmov iz hemokul-
tur povecuje sorazmerno z volumnom
odvzete krvi (6). Ce Zelimo naroditi ve¢
preiskav, je treba odvzeti ustrezno vedji
volumen vzorca ali vedje Stevilo vzorcev
(4).

5. Za odvzem moramo uporabiti ustrez-
no embalazZo. Izbor embalaze (posodi-
ce, loncki, brisi) je odvisen od vrste vzor-
ca, nacina odvzema in transporta ter
predvidene preiskave. Pomembno je,
da je embalaZa za odvzem sterilna, ne-
poskodovana in da dobro tesni. Upo-
rabiti moramo embalazo, ki jo predpi-
sujejo mikrobioloski laboratoriji. Zelo
pomembno je, da uporabimo ustrezna
transportna gojisca za nacrtovano pre-
iskavo (npr. pri preiskavah na viruse in
atipicne bakterije), sicer Zelenih pre-
iskav ni mogoce izpeljati (5).

6. Vzorci morajo biti ustrezno oznaceni,
spremljati jih mora pripadajoca sprem-
na dokumentacija. Vsebovati mora-
jo podatke, ki omogocajo nedvoumno
identifikacijo vzorca in bolnika. Po-
membno je, da so podatki na vzorcuin v
spremni dokumentaciji identicni.

Na embalazi (bris, posodice, epruvete)
morajo biti podatki o bolniku, ki zagota-
vljajo njegovo identifikacijo, ter podatki o
vzorcu v obsegu, ki je potreben (vrsta vzor-
ca, mesto odvzema, ura odvzema).

Spremna dokumentacija v tiskani ali
elektronski obliki mora vsebovati klju¢ne
informacije o bolniku in vzorcu:

osnovni osebni podatki bolnika (ime in
priimek, datum rojstva, spol, naslov, KZZ
- kartica zdravstvenega zavarovanja ali
EMSO - enotna mati¢na $tevilka obana),
podatki o posiljatelju (ustanova, odde-
lek, telefonska Stevilka),

vrsta vzorca (z mestom odvzema, ko je to
potrebno),

datum in ura odvzema,

vrsta preiskave.

Za kakovostno interpretacijo in na-
tancnost rezultatov pa so pomembni Se do-
datni podatki:

+ klini¢na diagnoza ali klini¢ni simptomi,
pomembni podatki o bolniku (npr. tedni
nosecnosti, presaditev),
podatki o potovanjih in drugi pomemb-
ni epidemioloski podatki,
sum na okuzbo z dolo¢enimi mikroorga-
nizmi,
podatki o antibioti¢ni terapiji (3, 4, 5).

CAS ODVZEMA VZORCA

Vzorec je treba odvzeti ¢im hitreje po za-
Cetku okuzbe, optimalni ¢as odvzema pa
mora temeljiti na tipu vnetnega procesa
oziroma vrsti vzorca, ki ga bomo odvzeli.
Pri nekaterih okuzbah je tako boljsi prvi
jutranji vzorec (na primer sputum in urin
za mikobakterije), ker je koli¢ina mikroor-
ganizmov v vzorcu takrat praviloma visja.
Zadetekcijointermitentne bakteriemijeje
optimalen odvzem dveh setov hemokul-
turnih steklenick z razli¢nih odvzemnih
mest v ¢asu narascanja telesne tempera-
ture, medtem ko pri kontinuirani bakteri-
emiji odvzemni ¢as ni tako pomemben (7).
Pri bolnikih s trajnim urinskim katetrom
je treba urin za urinokulturo odvzeti po
menjavi katetra, in ne pred njo, saj so lah-
ko rezultati vzorca, odvzetega pred menja-
vo, lazno pozitivni in zavajajoci (8).
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Odvzem vzorcev vedno opravimo pred
uvedbo antibioti¢nega zdravljenja, Ce je to
seveda izvedljivo. To je eno najpomembnej-
$ih pravil, ki ga moramo upostevati pred-
vsem pri odvzemu vzorcev za klasi¢ne bak-
terioloSke preiskave. Uvedba antibiotika
namre¢ pomembno vpliva na rast bakte-
rij iz odvzetega vzorca. Ce hemokulture
odvzamemo med antibioti¢nim zdravlje-
njem, je detekcija povzrociteljev bistveno
nizja (9).

Pomembno je, da odvzem vzorcev op-
timiziramo tudi glede na ¢as delovanja mi-
krobioloSkega laboratorija. Najbolje je, da
vzorce odvzamemo in dostavimo v ¢asu re-
dnega dela laboratorijev; to je veinoma v
dopoldanskem casu, ker so takrat labora-
toriji praviloma kadrovsko bolje zasedeni
in lahko postopke izvedejo hitreje. Odvzem
v dopoldanskem casu je zelo pomemben v
bakteriologiji, saj je pri kultivaciji na go-
jisca v dopoldanskem casu verjetnost za-
dostne rasti mikroorganizmov v nasled-
njem dnevu vedja (7).

Ura odvzema vzorca je podatek, ki mora
biti v spremni dokumentaciji obvezno na-
veden.

VARNOST PRI ODVZEMU VZORCA
Osebe, ki odvzemajo vzorce za mikrobio-
loske preiskave, za zascito uporabijo stan-
dardno osebno varovalno opremo (zasci-
tna delovna obleka, rokavice in kirurska
maska). Dodatna zascitna sredstva so pot-
rebna na primer pri odvzemu vzorcev iz
dihal za preiskavo na virus SARS-CoV-2
ali druge respiratorne viruse. Vkljucuje-
jo za$cito oci z ocali ali vizirjem, zas¢itno
obleko ter maske oziroma respiratorje, ki
zagotavljajo viSjo stopnjo zascite (FFP2/
Nos5 ali FFP3/N99) (10, 11). Najvisja stopnja
osebne varovalne opreme pa je potrebna
priodvzemu vzorcev bolnikov s sumom na
okuzbo ali z okuzbo z visokokuznimi mi-
kroorganizmi. Takrat uporabimo Se zasci-

8

tni predpasnik, zas¢itno obutev ter popol-
no zascito obrazain lasisca (12).

Zelo pomembno je, da je varovalna
oprema neposkodovana in ustrezne kako-
vosti ter da jo uporabljamo na pravilen na-
¢in. Predvsem pri visjih stopnjah zascite
moramo zelo natanéno poznati in dosledno
upostevati postopke za oblacenje, uporabo
in odstranjevanje zasCitne opreme (12).

Zascitna oprema, ki jo uporabijo osebe
pri odvzemu, je razen za lastno zascito po-
membna tudi zaradi preprecevanja konta-
minacij vzorcev pri odvzemu. Sanders s so-
delavci je v Studiji dokazala zmanjsan delez
kontaminacij hemokultur po uvedbi obve-
znega noSenja maske in zascite lasis¢a pri
odvzemu krvi za hemokulture, in sicer z 2,8
nai1,31% (13).

USPOSOBLJENOST OSEB,
KI ODVZEMAJO VZORCE
Osebe, ki odvzemajo vzorce za mikrobiolo-
Ske preiskave, morajo biti ustrezno uspo-
sobljene. Izobrazevanje je zelo pomembno
in mora potekati stalno. Kakovost odvze-
tih vzorcev je ve(ja, Ce odvzem izvajajo za
delo dobro usposobljene ekipe. V studi-
ji, ki jo je izvedel Bae s sodelavci, je bil de-
lez kontaminacij hemokultur v skupini, ki
je bila delezna intenzivnega izobrazeva-
nja in je izvajala izklju¢no odvzeme krvi,
bistveno nizji kot v skupini pripravni-
kov, ki niso imeli obseZnega usposablja-
nja in so opravljali Se Stevilna druga dela.
V prviskupini so bili ustreznejsi tudi volu-
mni odvzete krvi, prav tako je bil visji de-
lez pravih pozitivnih hemokultur (14).
Pomembno je tudi, da imajo osebe, ki
vzorce odvzemajo, na voljo ustrezna navo-
dila, ki jih morajo natan¢no upostevati. Za-
vedati se morajo, da s svojim delom vpliva-
jonakakovost vzorcevin da so soodgovorne
za izid mikrobioloske preiskave (3).
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KRITERIJI ZA ZAVRNITEV VZORCA
Vsak mikrobioloski laboratorij mora opre-
deliti kriterije nesprejemljivosti vzorcev,
ki morajo biti dostopni naro¢nikom pre-
iskav. Odvzet vzorec je praviloma enkra-
ten. Ce je le mogoce, napake, ugotovljene
ob sprejemu v laboratorij, odpravimo s te-
lefonsko komunikacijo. Ce to ni izvedlji-
vo in je vzorec zavrnjen, mora laboratorij o
tem obvestiti naro¢nika.

Razlog za zavrnitev je lahko admini-
strativna napaka ali napake vzorca. Vzorec
zavrnemo, ko identifikacija vzorca ali bol-
nika ni mogoca, Ce vzorec ni primeren za
zahtevano preiskavo, Ce je poslan v nepri-
merni embalazi ali v neustreznem tran-
sportnem gojis¢u in seveda v primeru, ko
laboratorij zahtevane preiskave ne izvaja.

Med najpogostejSe napake pri odvze-
mu sodijo vzorci, poslani v neustreznem
transportnem gojis¢u za izbrano preiska-
vo, nezadostna koli¢ina vzorca, razliti vzor-
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Natasa Berginc,! Helena Ribi¢,? Veronika Krizan-Hergouth?

Transport vzorcev za mikrobiolosko preiskavo

Transport of specimens for microbiological investigations

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: mikrobiolo$ka preiskava, vzorec, transport, prenos, integriteta vzorca,
varnost prenosa

Vzorce za mikrobiolosko preiskavo je, razen v primeru testiranja ob bolniku, treba pre-
nesti s tocke odvzema na tocko testiranja. Transport vzorcev je kompleksen preda-
nalizni postopek, ki nepovratno vpliva na kakovost vzorca, s tem pa na mikrobiolosko
preiskavo in njene rezultate, ki so odlocilni za klinicno obravnavo bolnika in sprejem
javnozdravstvenih ukrepov za obvladovanje nalezljivih bolezni. Pred in med transpor-
tom je treba zagotoviti ohranitev integritete vzorca ter varnost oseb in okolja. Dolznost
mikrobioloskega laboratorija je, da v navodilih definira pogoje in nacine za transport
vseh vrst vzorcev za mikrobioloske preiskave, ki jih izvaja. Nujno je kontinuirano spre-
mljanje smernic in skladno posodabljanje postopkov oziroma navodil. Prizadevati si je
treba za ¢im vecjo standardizacijo postopkov. Prav tako nujno je stalno izobrazevanje
vseh delavceyv, ki sodelujejo pri transportu vzorcev, da lahko zagotovimo pravilno in
varno izvajanje vseh postopkov.

ABSTRACT

KEY WORDS: microbiological investigation, specimen, transport, specimen integrity, safety of
transportation

Except in case of near-patient microbiological testing, specimens collected for micro-
biological investigations have to be transported from the collection site to the testing
site. Specimen transport is a complex pre-analytical step with irreversible effects on
specimen quality: it determines the microbiological investigation, its results and con-
sequences, such as clinical patient management and implementation of public health
measures for infectious disease control. During specimen transport, the preservation of
specimen integrity as well as the safety of personnel and the environment are vital. The
microbiological laboratory performing microbiological investigations should provide a
set of guidelines to determine appropriate transport conditions and modes. These gu-
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idelines have to be continuously monitored and updated. Standardisation of guidelines

is also highly desirable. Continuous education of professionals involved in the process
of specimen transportation is key for correct and safe performance of all related pro-

cedures.

uvoD

Predanalizna faza vkljucuje vse postopke,
ki potekajo pred izvedbo mikrobioloske
preiskave (1). Klju¢no vpliva na kakovost
vzorca in posledi¢no na rezultate mikro-
bioloske preiskave, ki so odlocilni za kli-
ni¢no obravnavo bolnika in sprejem jav-
nozdravstvenih ukrepov za obvladovanje
nalezljivih bolezni (31, 2, 3). Predanalizna
faza poteka pretezno zunaj mikrobiolo-
Skega laboratorija, pri izvedbi pa sodelu-
jejo razli¢ni zdravstveni in nezdravstveni
delavci (zdravniki, zdravstveni tehniki in
medicinske sestre, laboratorijski delavci,
kurirji idr.), zato je predanalizne postop-
ke tezko nadzorovati (3). Da zagotovi ¢im
bolj kakovosten vzorec za mikrobiolosko
preiskavo, mora mikrobioloski laboratorij
pripraviti navodila za ustrezno in kar naj-
bolj standardizirano izvedbo postopkov v
predanalizni fazi (2).

Vzorce za mikrobiolosko preiskavo je,
razen v primeru testiranja ob bolniku, tre-
ba prenesti s toc¢ke odvzema na tocko te-
stiranja. Transport vzorcev je kompleksen
predanalizni postopek, ki nepovratno vpli-
va na kakovost vzorca, s tem pa na mikrobi-
olosko preiskavo, njene rezultate in posle-
dice (4).

TRANSPORT VZORCEV ZA
MIKROBIOLOSKO PREISKAVO
Transport vzorca je premik vzorca z ene
tocke na drugo, najpogosteje z mes-
ta odvzema na mesto testiranja (5). Med
transportom je treba zagotoviti ohrani-
tev integritete vzorca (to pomeni, da vzo-
rec ohranilastnosti, kiso ¢im bolj podobne
lastnostim v trenutku odvzema) ter var-
nost oseb in okolja (torej prepreciti okuz-
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be in kontaminacijo okolja, ki bi lahko bila
vir okuzb) (1).

Dolznost mikrobioloskega laboratorija
je, da v navodilih definira pogoje in nacine
za prenos vseh vrst vzorcev za preiskave, ki
jih izvaja. Navodila, ki so sestavni del siste-
ma kakovosti mikrobioloskega laboratori-
ja, morajo biti izdelana na podlagi veljavnih
strokovnih in varnostnih predpisov, stro-
kovnih nacionalnih in mednarodnih stan-
dardov, strokovnih priporodil ter ob uposte-
vanju nacel dobre laboratorijske prakse in
specifi¢nih izkusenj. Ena od osnovnih pod-
lag za izdelavo tovrstnih navodil je stan-
dard ISO 20658:2017, Requirements for Co-
llection, Transport, Receipt and Handling of
Samples (6). Mikrobioloski laboratorij mora
zagotoviti, da so navodila javno dostop-
na uporabnikom (na spletni strani ali v ti-
skanih publikacijah). Poleg tega morajo biti
javno dostopni kontaktni podatki (telefon-
ske Stevilke, kontaktne osebe), kjer uporab-
niki lahko pridobijo dodatne informacije in
pojasnila.

POGOJI ZA TRANSPORT
VZORCEV ZA MIKROBIOLOSKO
PREISKAVO

Vzorec za mikrobiolosko preiskavo od
odvzema do zacetka testiranja hranimo v
transportnem sistemu. Sestavljajo ga pri-
marna posodica (epruveta, posodica za
urin, blato ali sputum idr.), ki po potre-
bi vsebuje transportno gojisce (tekoce ali
poltrdo gojisce za konzervacijo vzorca),
lahko tudi e pripomocek, s katerim je bil
vzorec odvzet (bris, spatula idr.). Mora biti
ustrezne vrste glede na vzorec in preiska-
vo ter glede na pogoje in nacin transpor-
ta (na primer bris nazofarinksa za detek-
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cijo virusov s PCR se prenasa v mediju za
viruse, bris nazofarinksa, ki ga bomo upo-
rabili za kultivacijo bakterij, pa v gojiscu
za bakterije, kot je gojis¢e po Stuartuali po
Amiesu). Prav tako mora biti neprepusten
in neposkodovan. Transportni sistem za-
gotavlja ohranjanje integritete vzorca ter
varnost oseb in okolja pri ravnanju z vzor-
cem med transportom (5). Zahteve glede
kakovosti transportnih sistemov v Evro-
pi dolocata dve direktivi, Direktiva 93/42/
EGS o medicinskih pripomockih in Direk-
tiva 98/79/EGS o in vitro diagnosti¢nih
medicinskih pripomockih (5, 7, 8). Kako-
vost transportnega sistema mora zagoto-
viti proizvajalecin jo izkazati s certifikati.
V dolocenih primerih lahko kakovost do-
datno preveri Se mikrobioloski laborato-
rij, na primer za mikroorganizme, zelo ob-
cutljive za zunanje pogoje, ali e spremeni
transportne pogoje, ki jih navaja proizva-
jalec (5).

Transportni ¢as vzorca je Cas, ki pretece
od trenutka odvzema vzorca do testiranja
vzorca. Zajema Cas shranjevanja vzorca od
trenutka odvzema do transporta (Cakanje
na transport), transport in cas shranjevanja
vzorca od sprejema v mikrobioloski labora-
torij do testiranja (Cakanje na testiranje) (5).

Transportna temperatura vzorca je
temperatura, pri kateri poteka prenos vzor-
ca z ene tocke na drugo. Doloci jo mikrobi-
oloski laboratorij tako, da sta zagotovljeni
ohranitev integritete vzorca in viabilnost
mikroorganizmov v vzorcu (5).

Pogoji transporta so odvisni od vrste
mikrobioloske preiskave, ki jo bomo opra-
vili na vzorcy, in od lastnosti mikroorga-
nizmov, ki jih bomo dolocali. Zato so spe-
cificni za dolocene skupine preiskav in
doloCene skupine mikroorganizmov (9).
Mikrobioloski laboratorij v navodilih za vse
vrste vzorcev definira transportni sistem
ter kombinacijo transportne temperature
in transportnega casa, ki omogoca ohrani-
tev integritete vzorca med transportom (9).

V zvezi s transportnim sistemom navodilo
definira vrsto sterilne primarne posodice in
transportnega gojisca ter minimalno koli-
¢ino vzorca, ki je potrebna za mikrobiolosko
preiskavo. V zvezi s transportnim ¢asom se
definira maksimalni ¢as od odvzema vzor-
ca do transporta (¢akanje na transport), op-
timalni as transporta (najbolje v ¢im kraj-
Sem moznem casu po odvzemu vzorca) in
maksimalni ¢as transporta (najvecji casov-
ni interval, ki potece od trenutka odvzema
do zacetka testiranja, ko Se lahko zagotovi-
mo, da je vzorec primeren za mikrobiolo-
Sko preiskavo). V zvezi s transportno tem-
peraturo navodilo doloca temperaturo za
shranjevanje vzorca od trenutka odvze-
ma do transporta in temperaturo za tran-
sport vzorca. Najbolje je, da sta ti tempera-
turi enaki (4).

SISTEM TROJNEGA PAKIRANJA
VZORCEV ZA TRANSPORT

Vzorce za transport pripravimo po sis-
temu trojnega pakiranja, ki ga sestavlja-
jo primarna, sekundarna in zunanja em-
balaZa. Primarna embalaZa je transportni
sistem (definiran v poglavju Pogoji za tran-
sport vzorcev za mikrobiolosko preiskavo), ki
mora biti neprepusten in neposkodovan.
Sekundarna embalaza mora biti prav tako
neprepustna, vsebuje pa vzorec v primar-
ni embalazi in dovolj vpojnega materiala,
da vpije celotno vsebino vzorca, ¢e bi pri-
marna embalaZa vendarle puscala. Zuna-
nja embalaza je pogosto trdna kartonasta
ali druga trdna embalaZza, ki §¢iti primar-
no in sekundarno embalazo (Slika 1). Do-
kumentacija, ki jo poSiljamo skupaj z vzor-
ci, mora biti vedno lo¢ena od vzorcev, da se
ob morebitnem razlitju vzorca dokumenti
ne bi kontaminiralis kuzZnino (na primer v
locenih plasti¢nih ovojnicah) (2, 10).
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vpojni material

naslovnik in prejemnik

vzorec v nepropustni primerni embalazi

neprepustna sekundarna embalaza

trdna zunanja embalaza

ustrezno oznacena posiljka/
mednarodna klasifikacija

Slika 1: Priprava vzorca za transport — sistem trojnega pakiranja.

NACINI TRANSPORTA VZORCEV
ZA MIKROBIOLOSKO PREISKAVO
Transport vzorcev na krajse razdalje, znot-
raj iste ali med bliZnjimi lokacijami, naj-
pogosteje opravljajo kurirji, lahko pa upo-
rabimo zracni cevni transportni sistem, ce
jenavoljo. Transport vzorcev na daljSeraz-
dalje, v notranjem ali mednarodnem pro-
metu, obicajno poteka po posti ali prek ko-
mercialnih pooblascenih kurirskih sluzb
(na primer DHL, UPS, World Courier idr.) v
cestnem, ZelezniSkem, pomorskem in le-
talskem prometu (4).

Kurir vzorce prenasa ro¢no, pes ali z vo-
zilom. Poucen mora biti o pogojih in naci-
nih transporta vzorcev za mikrobioloske
preiskave, o varnem ravnanju s kuznino in
o ravnanju ob nesredi pri transportu kuzni-
ne. Vzorce prenasa v transportnih torbah, ki
morajo biti neposkodovane, redno vzdrze-
vane in CiScene (dekontaminacija notra-
njosti, rocajev in pokrovov, ¢iscenje zuna-
njosti). Vtorbah je treba vzdrzevati ustrezno
transportno temperaturo, ki jo navajajo na-
vodila mikrobioloskega laboratorija. Vzorce
v torbi vedno prenasamo v primarni in se-
kundarni embalaZi. Izjemoma lahko upora-
bimo samo primarno embalazo (na primer
epruvete s krvjo, steklenicke s hemokul-
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turami), vendar morajo biti v tem primeru
vzorci loceni med seboj in postavljeni po-
konci v stojala ali nosilce, da preprecimo
razlivanje vsebine iz primarne embalazZe (4).

V zranem cevnem transportnem sis-
temu (cevna posta) vzorci potujejo po cevi
tako, da jih zra¢na masa potiska v eno ali v
drugo smer. Vzorce poSiljamo v primarni in
sekundarni embalazi, ki ju vstavimo v po-
sebno kapsulo tako, da se znotraj nje ne pre-
mikajo, za fiksiranje pa uporabimo ustrezne
zascitne obloge. Pred posiljanjem vzorcev
po zralnem cevnem transportnem sistemu
se moramo dodatno prepricati, da sta pri-
marna in sekundarna embalaza primerni
za tovrsten transport (zaradi velikih priti-
skov, ki so znacilni za cevne transportne sis-
teme, se primarna ali sekundarna embalaza
lahko poskoduje, zato se je treba prepricati,
da je primerna za transport v zahtevnejsih
razmerah). Z zra¢nim cevnim transportnim
sistemom lahko ravna le pouceno osebje.
Mikrobioloski laboratorij mora v navodilih
za uporabo sistema nujno dolociti seznam,
katerih vzorcev v sistemu ni dovoljeno pre-
nasati, in o tem natanc¢no pouditi osebje (4).

Pri prenasanju vzorcev v notranjem in
mednarodnem prometu moramo uposte-
vati predpise in zakone, ki urejajo transport
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kuzZnin na regionalni, nacionalni in med-
narodni ravni v letalskem, ZelezniSkem, ce-
stnem in pomorskem prometu. To so pred-
pisi Mednarodne organizacije za civilno
letalstvo (International Civil Aviation Orga-
nization, ICAO) in Mednarodnega zdruZenja
za zracni transport (International Air Tran-
sport Association, IATA) ter predpisi za tran-
sport po Zeleznici (Regulation Concerning
the International Carriage of Dangerous
Goods by Rail,RID), po cesti (European Agre-
ement Concerning the International Car-
riage of Dangerous Goods by Road, ADR) in
po morju (The International Maritime Dan-
gerous Goods Code). V skladu s temi pred-
pisi za posiljanje nevarnih snovi, vkljuc-
no s kuzninami, zahteve dolo¢a dokument,
ki ga je izdala Organizacija zdruzenih naro-
dov (OZN), United Nations Recommendati-
ons on the Transport of Dangerous Goods
(10). Povzetek tega dokumenta, ki se primar-
no nanasa na prenos kuznin, je dokument,
ki ga izdaja Svetovna zdravstvena organiza-
cija (WHO), WHO Guidance on Regulations
for the Transport of Infectious Substances,
in ga posodablja vsaj vsaki 2 leti (11). Pri po-
Siljanju vzorcev v skladu s temi dokumenti
je treba upostevati mednarodno klasifikaci-
jonevarnih snovi (10).

OZN v dokumentu United Nations
Recommendations on the Transport of
Dangerous Goods doloca 9 kategorij nevar-
nih snovi. KuZnine so razvrscene v razred
6.2, in sicer v kategoriji A in B. V dokumen-
tu so kuznine definirane kot snovi, za katere
vemo ali domnevamo, da vsebujejo patoge-
ne mikroorganizme cloveskega ali Zivalske-
ga izvora in druge agense, ki lahko povzroci-
jo bolezni pri ljudeh in Zivalih (10). Kuznine
kategorije A so tiste snovi, ki v primeru iz-
postavljenosti pri sicer zdravih ljudeh ali
zivalih lahko povzrocijo trajne zdravstve-
ne posledice, Zivljenje ogrozajoco ali smrtno
bolezen. Vecina je zajetih v seznamu Indi-
cative list of biological agens sub-classifi-
ed as Category A, UN Model Regulation (10).

KuZnine kategorije B pa so vse infektivne
snovi, ki ne ustrezajo strogim kriterijem ka-
tegorije A (10). Dokument doloca natan¢na
navodila za pripravo in posiljanje posiljk ka-
tegorije A (Packaging Instructions P620) in
kategorije B (Packaging Instructions P650).
Kljucna razlika pri pripravi paketov po sis-
temu trojnega pakiranja za kategoriji A in B
je v tem, da mora biti sekundarna embalaza
pri kategoriji A obvezno trdna. Druga bistve-
na razlika pa je oznacevanje zunanje emba-
laze z ustreznimi simboli in kodami (kate-
gorija A: UN2814 INFECTIOUS SUBSTANCE,
AFFECTING HUMANS, in UN2900 IN-
FECTIOUS SUBSTANCE, AFFECTING ANI-
MALS; kategorija B: UN3373 BIOLOGICAL
SUBSTANCE, CATEGORY B). Transport vzor-
cev kategorije A lahko izvajajo le pooblasce-
ni prevozniki s certifikatom (10).

NAPAKE IN ODSTOPANJA

PRI TRANSPORTU VZORCEV

ZA MIKROBIOLOSKO PREISKAVO

Med najpogostejSe napake in odstopanja

pri transportu vzorcev za mikrobiolosko

preiskavo sodijo naslednje:
vzorec je poslan v neprimernem tran-
sportnem sistemu (npr. uporabljeno je
napacno transportno gojisce, ko bris za
dolocanje respiratornih virusov ni pos-
lan v transportnem gojiscu za viru-
se, ampak v Stuartovem ali Amiesovem
transportnem gojiscu, ki sta namenjena
vzorcem za kultivacijo bakterij);
vzorec se med transportom izsusi, ker
je poslan v transportnem sistemu brez
transportnega gojisca ali ker je bila nje-
gova koli¢ina ob odvzemu premajhna;
vzorec je poslan v poskodovani embala-
Zi (med transportom se lahko poskoduje
primarna, sekundarna, zunanja embala-
Za, zaradi Cesar se vzorec razlije in je obi-
¢ajno izgubljen, mozna pa je tudi okuzba
oseb in kontaminacija okolja);
med transportom ni bila zagotovljena
zahtevana transportna temperatura ali
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s0 se pojavila temperaturna nihanja, zato
je integriteta vzorca lahko ogrozZena;
med transportom je bil prekoracen ma-
ksimalni transportni ¢as zaradi napac-
ne interpretacije transportnega casa,
ki vkljucuje cas od odvzema vzorca do
transporta (¢akanje na transport, na pri-
mer privzorcih, poslanih po posti, mora-
mo upostevati tudi, da ima Posta Slove-
nije po sprejemu tri dni ¢asa za dostavo
posiljke), transport in ¢as od sprejema
vzorca do zaletka mikrobioloske pre-
iskave (Cakanje na testiranje). Zato je in-
tegriteta vzorca lahko ogrozena - na pri-
mer zaradi zbiranja vzorcev v serijah na
mestu odvzema z namenom zmanjsanja
Stevila poti s tocke odvzema na tocko te-
stiranja lahko prekora¢imo maksimal-
ni transportni ¢as, ker v skupnem tran-
sportnem casu ne upoStevamo ¢akanja
na transport.

Napake in odstopanja pri transpor-
tu vzorcev imajo nepovraten vpliv na inte-
griteto vzorca, zato neposredno vplivajo na
rezultat mikrobioloske preiskave in s tem
na klini¢no obravnavo bolnika ali sprejem
javnozdravstvenih ukrepov za obvladova-
nje nalezljivih bolezni (3, 2, 3). Izjemnega
pomena je, da so navodila za prenos vzor-
cev, ki jih pripravi mikrobioloski laborato-
rij, natan¢na in nedvoumna, delavci, ki so-
delujejo v procesu, pa dobro pouceni o vseh
fazah postopka. Mikrobioloski laboratorij
mora prav tako izdelati in objaviti kriteri-
je za zavrnitev vzorca, na podlagi katerih je
ob sprejemu mogoce ugotoviti, ali je vzorec
primeren za mikrobiolosko preiskavo ali pa
ga laboratorij zavrne in zaprosi za morebi-
ten ponovni vzorec (9).

ZAKLIUCEK

Prenos vzorcev je kompleksen predanaliz-
ni postopek, ki odlocilno vpliva na ohra-
nitev integritete vzorca za mikrobiolosko
preiskavo, s tem pa na njene rezultate in
posledice. Vecinoma poteka zunaj mikro-
bioloskega laboratorija, torej v okolju, ki ga
je tezko nadzorovati, v procesu pa sodelu-
jejo razli¢ni zdravstveni in nezdravstve-
ni delavci. Zato mora mikrobioloski la-
boratorij izdelati natan¢na in razumljiva
navodila za prenos vzorcev, ki definirajo
ustrezne transportne sisteme, transpor-
tne temperature, transportne case in na-
Cine transporta za vse vrste vzorcev, ki jih
preiskuje. Navodila posreduje in po potre-
bi pojasni naro¢niku preiskave.

Pri prenosu vzorcev je hkrati treba zago-
toviti tudi ustrezno stopnjo varnosti oseb,
ki sodelujejo v procesu, in prepreciti konta-
minacijo okolja, ki bi bila lahko vir okuzbe
ljudi. Varnost zagotovimo z ustreznim naci-
nom pakiranja vzorcev po sistemu trojnega
pakiranja in s pravilno izvedbo transporta.

Zaradi moZnega nepovratnega vpliva
na kakovost vzorca je treba prenosu vzor-
cev posvetiti dovolj pozornosti. Nujno je
kontinuirano spremljanje smernic in spro-
tno posodabljanje postopkov oziroma na-
vodil. Prav tako sije treba prizadevati za ¢im
vedjo standardizacijo postopkov, kar pri-
speva tudi k vedji primerljivosti rezultatov
mikrobioloskih preiskav. Za zagotavljanje
pravilnega in varnega izvajanja postopkov
je izjemnega pomena stalno izobrazevanje
vseh delavcev, ki sodelujejo v procesu.
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Elektronsko naro¢anje mikrobioloskih preiskav

The e-ordering module for microbiological diagnostics

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: modul e-naro¢anje, mikrobiologke preiskave, informacijski sistem

Modul e-narocanje je spletna resitev za elektronsko narocanje mikrobioloskih preiskav,
ki ponuja enoten uporabniski vmesnik vsem naro¢nikom, z moznostjo integracije v vsak
informacijski sistem. Zasnovan je na platformi Mediskop, ki skrbi za varnostne mehaniz-
me in komunikacijo z vsemi vpletenimi zalednimi sistemi. V ¢asu epidemije SARS-CoV-2
je modul omogocil hiter prehod na e-narocanje v Stevilnih ustanovah. Samo v letu
2020-2021 se je na platformo Mediskop uspesno prikljucilo ve¢ kot 80 ustanov. Prehod
na elektronsko narocanje preiskave na SARS-CoV-2 je omogocil vzdrznost diagnostic¢-
nega procesa in je eden izmed najpomembnejsih dosezkov Instituta za mikrobiologijo
in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani ter Nacionalnega laboratorija za
zdravje, okolje in hrano v ¢asu epidemije. E-naroCanje omogoca preprosto opredelitev
vzorca in lazjo izbiro ustrezne mikrobioloske preiskave, uporabniku pa nudi tudi pregled
narocCil. V laboratoriju se zaradi avtomatskega prenosa podatkov, ustvarjanja protokolov
in delovnih listov zmanj$sa moznost napak. Vpeljava e-narocanja v vsakodnevno rutinsko
delo korenito spreminja obstojece delovne procese, vendar bo dolgoro¢no omogocila
ucinkovitej$e digitalno poslovanje in razbremenitev.

ABSTRACT

KEY WORDS: e-ordering module, microbiological diagnostics, information system

The e-ordering module is an online solution for electronic ordering of microbiologi-
cal tests that provides the same interface to all customers and can be integrated into
any information system. It is based on the Mediskop platform, which provides security
mechanisms and communication with all back-end systems involved. During the SARS-
-CoV-2 epidemic, the module enabled a rapid transition to e-ordering at many facilities.
In 2020-2021 alone, over 80 facilities successfully joined the Mediskop platform. The
transition to electronic ordering of SARS-CoV-2 tests has made the diagnostic process
manageable and represents one of the most important achievements for the Institute
of Microbiology and Immunology Faculty of Medicine, University of Ljubljana, and the
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Celje. Korespondenca/correspondence: alenka.storman@nlzoh.si

2 Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano, Oddelek za medicinsko mikrobiologijo, Gregorciceva 5, 3000
Celje. Korespondenca/correspondence: dasa.kavka@nlzoh.si

3 Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Zaloska cesta 4, 1104 Ljubljana, Medicinska fakulteta, Univerza v
Ljubljani. Korespondenca/correspondence: tina.triglav@mf.uni-|j.si

19


mailto:alenka.storman@nlzoh.si
mailto:dasa.kavka@nlzoh.si
mailto:tina.triglav@mf.uni-lj.si

1 10. Likarjev simpozij

National Laboratory for Health, Environment and Food during the epidemic. Electronic
ordering allows for the correct identification of the sample and helps the user select the
appropriate microbiological test. It also provides the user with an overview of orders.
In the laboratory, the possibility of errors is reduced through automatic data transfer,
protocol generation and worksheets. Introducing e-ordering into daily routine work
radically changes existing workflows, but in the long run enables more efficient digital
business and reduces the burden on existing processes.

UvoD

Zaradi trendov, ki jih z razvojem novih in-
formacijskih tehnologij prinasa digitali-
zacija, so v Nacionalnem laboratoriju za
zdravje, okolje in hrano (NLZOH) skupaj s
podjetjem SRC Infonet, d. 0. 0., razvili mo-
dul e-narocanje (EMBL), ki omogoca elek-
tronsko izmenjavo mikrobioloskih narocil
in izvidov. Gre za enega vecjih dosezkov v
javnem zdravstvu v Sloveniji v zadnjih de-
setih letih (1). Modul so prevzeli tudi na
Institutu za mikrobiologijo in imunolo-
gijo Medicinske fakultete Univerze v Lju-
bljani (IMI), kjer je bilo e-naroc¢anje najprej
omogoceno na Univerzitetni psihiatri¢ni
kliniki Ljubljana in na Klini¢nem oddel-
ku za urologijo Univerzitetnega klinicne-
ga centra (UKC) Ljubljana.

Naroc¢anje mikrobioloskih preiskav za-
radi velike pestrosti in nabora vzorcev, ki
morajo biti za kakovostno izvedbo preiskav
natancno opredeljeni, zahteva doloceno
mero usposobljenosti. UpoStevati je treba
dejavnost, ki jo opravlja posamezen naroc-
nik, in zagotoviti vse dodatne podatke za
pravilno interpretacijo rezultatov. Na stra-
ni naro¢nikov se povecuje potreba po pre-
jemanju izvidov v elektronski obliki zaradi
vodenja, analiziranja ter hranjenja poslov-
nih in strokovnih podatkov, ki jih z izvidom
posreduje mikrobioloski laboratorij.

EPIDEMIJA SARS-COV-2

IN E-NAROCANJE

V casu epidemije SARS-CoV-2 je mo-
dul omogocil hiter prehod na e-naroca-
nje na vecini vstopnih tock za testiranje

20

na SARS-CoV-2 v Sloveniji. Samo v letu
2020-2021 se je na platformo Mediskop,
ki vsebuje modul EMBL, uspesno priklju-
Cilo ze vec kot 80 ustanov. Trenutno je na
EMBL prikljucenih vec kot 20 bolnisnic,
47 zdravstvenih domov, ve¢ kot 30 zaseb-
nih ustanov in 13 laboratorijev. Vzpostav-
ljene povezave bodo omogocile nadaljeva-
nje projekta s prehajanjem na e-narocanje
tudi na primarni ravni.

Vletu 2021 se je na Zeljo UKC Ljubljana
poleg e-narocanja preiskave na SARS-CoV-2
v relativno kratkem casu preslo na elek-
tronsko narocanje vseh mikrobioloskih
preiskav na Stevilnih klinikah. E-naroc¢anje
je bilo v casu nastanka ¢lanka vzpostavlje-
no na desetih klinikah znotraj UKC, predvi-
deno je dodatno vzpostavljanje.

Ob epidemiji je tako za NLZOH kot tudi
za IMI najvedji izziv pomenilo izredno veli-
ko stevilo bolni$nic, klinik in zdravstvenih
domov, ki jih je bilo treba prevesti na e-na-
rocanje. Hkrati se je zelo hitro izjemno po-
vecalo Stevilo vzorcev, ki so bili poslani na
preiskavo na SARS-CoV-2. Ro¢no vnasanje
podatkov iz spremnih listov v laboratorij-
ski informacijski sistem (LIS) je ob stotinah
in nato tiso¢ih vzorcev dnevno pomenilo
nesprejemljive obremenitve v sprejemnih
pisarnah mikrobioloskih laboratorijev (Sli-
ka 1a, Slika 1b). Ob preseZenih diagnostic-
nih zmogljivostih mikrobioloskih labora-
torijev je bilo nujno zagotoviti zanesljivo
izdajanje rezultatov preiskav in avtomatski
prenos podatkov, da se je zmanjsalo Stevilo
morebitnih napak, ki bi lahko neposredno
vplivale na obravnavo bolnikov (hospitali-
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Slika 1a. Slika 1b. Izredno veliko Stevilo spremnih listov za preiskavo na SARS-CoV-2 na IMI (1a) in
NLZOH (1b) na zacetku epidemije, ki jih je bilo treba ro¢no vnasati v laboratorijski informacijski

sistem

zacija, izolacija, podaljSanje Casa do opera-
tivnih posegov ipd.) (2). Prehod na e-naro-
anje preiskave na SARS-CoV-2 (Slika 2) je
omogocil vzdrznost diagnosti¢nega proce-
sa in je eden izmed najpomembnejsih do-
sezkov za IMI in NLZOH. Ob prehodu je bilo
nujno povezovanje in usklajevanje med za-
poslenimi v mikrobioloskih laboratori-

jih, podjetja SRC Infonet, naro¢niki in vse-
mi obstojec¢imi informacijskimi sistemi (IS)
posameznih ustanov. Za ustanove in oddel-
ke, pri katerih se je prehajalo na e-naroca-
nje vseh mikrobioloskih preiskav, so bile
potrebne tudi dodelave obstojecega kata-
loga preiskav in narocilnic, prilagojenih po-
trebam posameznega oddelka.

Slika 2. Delez e-narocil, sprejetih na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo za preiskavo na

SARS-CoV-2.
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MODUL E-NAROCANJE

Modul e-narocanje je spletna reSitev za
elektronsko narocanje preiskav v LIS in
ponuja enoten spletni graficni uporabni-
$kivmesnik vsem naro¢nikom preiskav, ki
ga je mogoce integrirati v vsak IS naro¢ni-
ka. Poleg tega modul naro¢nikom ponuja
tudi narocanje preiskav z uporabo mobil-
ne aplikacije, ki na specifi¢nih odvzemnih
mestih lahko Se dodatno pospesi postopek
narocanja. Modul je zasnovan na platfor-
mi Mediskop, ki skrbi za varnostne meha-
nizme in komunikacijo z vsemi vpleteni-
mi zalednimi sistemi.

E-narocanje prinasa veliko prednosti za
naro¢nika, med drugim preprosto opredeli-
tev vzorca in laZjo izbiro ustrezne mikrobi-
oloske preiskave. Nove preiskave so dodane
takoj, ko so uvedene. Naroc¢nik ima pregled
nad narocili in vedno ve, v kateri fazi izva-
janja je narocilo (Slika 3). Takoj ko je v okvi-
ru preiskave znan kaksen dodaten podatek,
jevobliki delnega izvida Ze v naro¢nikovem
IS. Dodatno je omogocen prenos kriticnih
znacilnosti v naro¢nikov IS.

E-narocanje prinasa prednosti tudi za
mikrobioloski laboratorij. Prevzem vzorcev
je hitrejsi, saj so vzorci in preiskave jasno
opredeljeni. Vsi podatki se avtomatsko pre-
nesejo iz naroc¢nikovega IS v LIS, kar omeji
Stevilo napak, saj nironega vnosa v LIS. Av-
tomatsko se ustvarjajo protokoli in delovni
listi. Narocilo se lahko preprosto preusmeri
v drug laboratorij.

Delovanje e-narocanja je treba neneh-
no spremljati, ker se lahko pojavljajo tezave
tako na strani naro¢nika ali mikrobioloske-
ga laboratorija kot tudi na medmrezju (3).
Takoj$nja odprava napak je klju¢na. Z ana-
lizo napak in na podlagi predlogov iz pra-
kse se modul nenehno nadgrajuje in tako
izboljsuje.

ELEKTRONSKE NAROCILNICE
Narocilnice, ki so v modulu vidne uporab-
nikom, so razdeljene v razli¢ne sklope gle-
de na anatomsko lokacijo (npr. okuzbe di-
hal, secil), glede na proces laboratorijske
diagnostike (npr. molekularne, seroloske,
bakterioloske preiskave) ali kot definira-
na posebna skupina obravnavanih bolni-
kov (npr. nosecnice, novorojencki). Posa-
mezna preiskava se lahko smiselno uvrsti
vvecnarocilnic. Nabor preiskav v posame-
zni naroCilnici z istim imenom se lahko
razlikuje po naro¢nikih. Naro¢niki imajo
moznost sooblikovanja posebnih naro¢il-
nic s poljubnim naborom preiskav.

V zgornjem delu narocilnice so podat-
ki o bolniku. Poleg avtomatsko vnesenih
identifikacijskih podatkov bolnika se lah-
ko dodajo tudi dolocena opcijska ali obve-
zna polja. Pri vnosu diagnoz je zelo zazelen
vpis tistih diagnoz, ki lahko vplivajo na mi-
krobiolosko diagnostiko. Nekatere preiska-
ve imajo nase vezane nujne podatke, kot so
npr. podatek o nosecnosti in predviden da-
tum poroda ob narocanju serologije na to-

Slika 3. Prikaz seznama narocil z razli¢nimi statusi v informacijskem sistemu naro¢nika.
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ksoplazmozo, podatek o protimikrobnem
zdravljenju pri nekaterih bakterioloskih
preiskavah, indikacija za testiranje pri mo-
lekularni preiskavi na SARS-CoV-2.

Po izbiri ustreznega vzorca in preiska-
ve oboje dodamo na narocilo. Avtomatsko
se vnese trenutni datum in ¢as odvzema, ki
ga uporabnik lahko spremeni na dejanski
¢as odvzema. Narocilnico lahko posljemo
ali pa jo shranimo, ¢e je predviden kasnej-
$iodvzem vzorca.

Omogoceno je tudi ustvarjanje t. i. pa-
ketov preiskav. Paket zajema nabor pre-
iskav, ki jih je narocnik opredelil vnaprej in
jih je ob obravnavi bolnika smiselno naro-
cati hkrati. Paket omogoca prenos vseh iz-
branih preiskav z enim klikom, naknadno
pa je Se vedno mogoce odstraniti posame-
zno preiskavo, Ce se izkaze, da ni potrebna.
Trenutno je najvec paketov pripravljenih za
razli¢ne odvzeme nadzornih kuznin.

OPTIMIZACIJA IN

PRILOZNOSTI ZA IZBOLJSAVE

Po hitrem prehodu na e-narocanje v Ste-
vilnih ustanovah se je izkazalo, da obsta-
ja Se precej moznosti za izboljSave, tako
pri prilagajanju uporabniske izkusnje in
poenostavitvi narocanja kot tudi pri pro-
cesih v mikrobioloskih laboratorijih, kot
je vzpostavitev e-triaZe, sprejem vzorcev
prek ¢rtnih kod, vzpostavitev odlocitve-
nih tabel ipd. Nujen korak pred vzposta-
vitvijo e-narocanja je prakticno izobraze-
vanje narocnikov in nato moznost stalne
komunikacije ter podpore naro¢nikom.
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bodo upostevane pobude narocnikov, zato
bo v poletnih mesecih pripravljena anke-
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magali k izboljSanju uporabniske izkusnje.
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ZAKLJUCEK

Vpeljava e-narocanja v vsakodnevno ru-
tinsko delo na klini¢nih oddelkih, ambu-
lantah in v mikrobioloskih laboratorijih
korenito spreminja delovne procese, ven-
dar bo digitalizacija dolgoro¢no omogo-
¢ila ulinkovitejSe digitalno poslovanje
in razbremenitev, hkrati pa bo zagotovi-
la ucinkovit in zanesljiv prenos rezulta-
tov mikrobioloskih preiskav, kar nepos-
redno vpliva na obravnavo bolnika (3, 4).
Zato se zahvaljujemo uporabnikom za so-
delovanje in veliko mero potrpezljivosti,
predvsem pa se zahvaljujemo sodelavcem
NLZOH in IMI, ki se trudijo vpeljati in op-
timizirati proces e-narocanja v tesnem so-
delovanju z naro¢niki in SRC Infonet.
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KLJUCNE BESEDE: hemokultura, kontaminacija, asepti¢na tehnika

Hemokultura je pomembna mikrobioloska preiskava, ki je pri mnogih okuzbah klju¢na
za identifikacijo povzrocitelja in ustrezno zdravljenje. Pravilen odvzem lahko pomembno
zmanj$a moznost kontaminacije in vodi k boljSim klini¢nim izidom.

ABSTRACT

KEY WORDS: Blood culture, contamination, aseptic technique

Blood culture is an important microbiological diagnostic test which is a basis for patho-
gen identification and appropriate treatment in many infections. Appropriate collection
of blood cultures can reduce contamination risk and lead to better patient outcomes.

uvoD

Hemokultura je mikrobioloska preiskava,
s katero v bolnikovi krvi dokazujemo pri-
sotnost mikroorganizmov. Pri odvzemu
sta pomembna ¢as in nacin, koli¢ina krvi,
Stevilo odvzetih hemokulturnih stekle-
nick, predhodna antibioti¢na terapija in
prenos v laboratorij. Vsi nasteti dejavniki
lahko vplivajo na uspesnost preiskave in
na pogostost lazno pozitivnega rezultata,
tj. kontaminacije z bakterijami kozne flo-
re, zato ima vsaka zdravstvena ustanova
navodila za odvzem hemokultur.

KAKO JEMLJEMO
HEMOKULTURE?

Prostor, kjer jemljemo hemokulture, mora
biti ¢ist in miren. Odvzem opravimo asep-

ti¢no z uporabo pripomockov za enkratno
uporabo ter ob upoStevanju standardnih
ukrepov za preprecevanje prenosa okuzb.
Upostevamo tudi navodila proizvajalca
steklenick za odvzem krvi (1).

Hemokulture jemljemo, kadar ima bol-
nik zvisano ali zniZano telesno temperatu-
ro, mrzlico, pred uvedbo antibiotika, kadar
sumimo na bakterijsko okuzbo ali pred me-
njavo antibiotika, e predhodno zdravlje-
nje bakterijske okuzbe ni bilo uspesno. Pri
sumu na infekcijski endokarditis vzame-
mo obifajno najmanj tri pare hemokultur
v vecurnem razmiku, saj s tem povecamo
verjetnost izolacije povzroditelja.

Kri za hemokulture obicajno jemljemo
iz periferne vene, kadar sumimo na okuzbo
zilnih pristopov, pa tudi iz centralnega ven-

Klinika za infekcijske bolezni in vrocinska stanja, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Japljeva 2, 1000 Ljubljana
2 Medicinska fakulteta UL, Vrazov trg 2, 1000 Ljubljana. Korespondenca: kristina.nadrah@mf.uni-|j.si
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Tabela 1. Koli¢ina odvzete krvi in tip hemokulturne stekleni¢ke sta odvisna od starosti (1).

Starost Koli¢ina krvi Stevilo stekleni¢k Hemokulturna steklenicka
do 1 leta 1-3 ml 1 BD Bactec Peds

1-6 let 1x5mlali2x3ml lali2 BD Bactec Peds

6-12 let 5 ml 2 BD Bactec Peds
nad 12 let 8-10 ml 2 BD Bactec

skega kanala, dializnega katetra, arterijske
linije ali porta. Prvi vzorec iz katetra vedno
zavrzemo. Krvi ne jemljemo iz krakov cen-
tralnega venskega kanala, po katerih tecejo
Zivljenjsko pomembna zdravila, kri ali pa-
renteralna prehrana (1).

Vedno vzamemo dva para (aerobno in
anaerobno steklenicko) v razmiku od 10
do 60 minut (optimalno 30 minut) z razlic-
nih mest in vsakic iz druge roke. Pri odra-
slih odvzamemo 8-10 ml krvi v vsako ste-
klenicko, pri otrocih pa je koli¢ina odvisna
od starosti (Tabela 1). Vedno najprej odvza-
memo kri v aerobno steklenicko, saj s tem
povecamo verjetnost izolacije morebitnih
anaerobnih mikroorganizmov (1).

Odvzete hemokulture opremimo s
spremnim listom, kjer so navedeni podatki,
in jih prenesemo vlaboratorij v najvec dveh
urah. Ce to ni mogode, jih lahko shranjuje-
mo pri sobni temperaturi, zas¢iteno pred
svetlobo, najvec¢ 12 ur.

KONTAMINACIJA HEMOKULTUR
Ker hemokulture obicajno jemljemo iz
periferne vene, se pri dolo¢enem odstot-
ku odvzemov krvi kontaminira. To lahko
vodi v ¢ezmerno predpisovanje antibioti-
kov, kadar pravzaprav niso potrebni, prav
tako pa lahko zavede zdravnika in pove-
¢a Stevilo nepotrebnih preiskav, s ¢imer se
povecajo obremenitev za bolnika in moz-
nostiresnih zapletov.
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Na moznost kontaminacije vplivajo
Stevilni dejavniki, npr. odvzem hemokultur
brez jasne indikacije, jemanje iz zilnih ka-
tetrov, odkloni od protokola za jemanje he-
mokultur, kontaminacija koze po razkuze-
vanju, hitenje, premalo osebja, osebje, ki je
socasno zaposleno tudi z drugimi bolni-
ki, pomanjkanje izkuSenj, menjavanje ose-
bja, pomanjkanje izobrazevanja osebja, ne-
ustrezen transport, pomanjkljiva priprava
pripomockov pred odvzemom, neuporaba
osebne varovalne opreme itn. (2-6). Kon-
taminacij je veC tudi pri starejsih bolnikih,
bolnikih s kroni¢no ledvi¢no boleznijo ali
odpovedjo ledvic na hemodializi, kriti¢no
bolnih, podhranjenih ipd. (5).

Delez kontaminacij lahko pomembno
zmanj$amo, ce hemokulture jemlje speci-
alizirano osebje z uporabo sterilnih setov
in e ima ustanova pripravljena navodila za
standardni postopek odvzema. Prav tako je
pomembno, da ima osebje dovolj ¢asa in ni
preutrujeno (2, 4, 6,7).

ZAKLJUCEK

Pravilen odvzem hemokultur pomembno
vpliva na pravilnost rezultata preiskave.
Posledica nepravilnega odvzema je lahko
kontaminacija pa tudi laZzno negativen re-
zultat, ki lahko vodi v slabsi klini¢ni izid.
Poleg standardnega postopka odvzema sta
pomembna tudi izobraZevanje osebja ter
skrb za ustrezne kadrovske normative.
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Likvor za mikrobioloske preiskave

Microbiological examination of cerebrospinal fluid

1ZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: likvor, mikrobiologka diagnostika, transport

Cerebrospinalna tekocina ali likvor je telesna tekocina, ki nastaja v horoidnem pletezu
mozganskih ventriklov. Njeni poglavitni funkciji sta mehanska zascita mozganov pred
poskodbami ter transport hranil in odpadnih snovi v osrednjem ziv€evju. V normalnih
razmerah ostaja sestava cerebrospinalne tekocCine nespremenjena, vse spremembe
sestave pa odrazajo dogajanje v osrednjem zivCevju, zato je analiza cerebrospinalne
tekocine pomemben dejavnik pri opredelitvi vzrokov za razlicna bolezenska stanja, ki
zajemajo osrednje ziv€evje. VzorCenje in analiza cerebrospinalne tekocine je diagno-
sticni postopek, ki vklju€uje odvzem vzorca za laboratorijsko, mikrobiolosko in citolosko
testiranje. Postopek je invaziven in je v domeni zdravnika. Neustrezen odvzem, koli¢ina
in nacin shranjevanja zmanjsujejo kolic¢ino informacij, ki jinh pridobimo s postopkom, in
onemogocajo hitro postavitev diagnoze. V prispevku se bomo poleg postopka vzorce-
nja cerebrospinalne tekocCine osredotocili predvsem na koli¢ine, potrebne za mikrobio-
loske preiskave, na to, kakSen vpliv na prezivetje in ohranitev strukture mikroorganizmov
imajo pogoji transporta in shranjevanja, ter na izvor najpogostejsih napak in njihov vpliv
na rezultate obdelave kuznin.

ABSTRACT

KEY WORDS: cerebrospinal fluid, microbiological diagnostics, transport

Cerebrospinal fluid is a bodily fluid produced in the choroid plexus of the cerebral ven-
tricles. Its main functions are the mechanical protection of the brain against damage
and the transport of nutrients and waste materials in the central nervous system. Un-
der normal conditions, the composition of the cerebrospinal fluid remains unchanged
and all changes in its composition reflect the activities in the central nervous system.
Therefore, its analysis is an important factor in defining the causes of various diseases
involving the central nervous system. Cerebrospinal fluid sampling and analysis is a di-
agnostic procedure that involves taking a sample for laboratory, microbiological and
cytological testing. The process of collecting the sample is invasive and is in the domain

t Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zalo3ka 4, 1000 Ljubljana
2 Klinika za infekcijske bolezni in vrocinska stanja, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Zaloska 2, 1000 Ljubljana
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of the physician. Inadequate collection, quantity and method of storage reduce the
amount of information obtained from the procedure and make it impossible to make a
quick diagnosis. In addition to the cerebrospinal fluid sampling procedure, in this paper
we will focus mainly on the quantities required for microbiological examinations, what
effect transport and storage conditions have on the survival and preservation of the
structure of microorganisms, as well as the origin of the most common errors and their
impact on the results of the processing of infectious materials.

uvoD

Za okuzbe osrednjega Zivcevja (0Z) so od-
govorni Stevilni povzroditelji, vklju¢no z
bakterijami, virusi, glivami in paraziti. Li-
kvor je dragocen klini¢ni vzorec, katerega
testiranje nam zagotavlja najpomembnej-
So informacijo za postavitev diagnoze naj-
razlicnejsih okuzb, bolezni in hudih stanj,
ki prizadenejo mozgane in hrbtenjaco.
Hitra dolo¢itev povzrocitelja okuzbe OZ je
klju¢nega pomena za pravocasno in ustre-
zno obravnavo bolnika.

Likvor ima pomembno vlogo pri nor-
malnem delovanju mozZganov. Njegova se-
stava se odraza v delovanju mozganov in
se spremeni pri nekaterih nevroloskih bo-
leznih, predvsem vnetjih in okuzbah. Prav
tako se nepravilnosti v delovanju mozga-
nov lahko odrazijo na sestavi likvorja, zato
nam njegova analiza lahko ponudi po-
membne informacije za postavitev diagno-
ze. Pri odraslih prostornina likvorja znasa
med 125 in 150 ml. Osemdeset odstotkov li-
kvorja proizvede horoidni pleksus, preostali
del pa nastaja v ventrikularnem ependimu,
arahnoidni membrani in moZganskem tki-
vu (1). Dinamika likvorja je odvisna od rav-
novesja med proizvodnjo in absorpcijo. Li-
kvor, ki nastaja v stranskih ventriklih, tece
skozi intraventrikularne odprtine v tretji
in nato v Cetrti ventrikel preko mozganske-
ga akvadukta. Skozi odprtine (tako imeno-
vane foramne Luschka in Magendie) preha-
ja v subarahnoidni prostor med notranjo in
srednjo mozgansko ovojnico (arachnoidea
in pia mater). Dinami¢no kroZenje likvor-
ja poganja njegovo izlocanje v horoidnem
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pletezu s hitrostjo priblizno 25 ml/h, kar iz-
podrine staro tekocino, ki se nato absorbira
preko arahnoidnega granulacijskega tkiva
v sistemsko kri. S tem se zagotovi stabilno
okolje v mozganih in omogoci odstranje-
vanje odpadnih produktov (2). Likvor ima
dve poglavitni funkciji. Z oblivanjem moz-
ganov zmanjsuje njihovo teZo in preprecu-
je mehanske poskodbe, obenem pa zagota-
vlja prenos hranil in odpadnih produktov
v OZ in iz njega. Kot smo omenili, po izho-
du iz ventrikularnega sistema likvor stece v
subarahnoidne cisterne na dnu mozganov,
en del pa se steka v subarahnoidni prostor
hrbtenjace. Slednja se konca v visini prvega
oziroma drugega ledvenega vretenca, sub-
arahnoidni prostor pa se razteza do drugega
sakralnega vretenca.Ta vmesni prostor ime-
nujemo ledvena cisterna in ravno to mesto
je dostopno za varno vzorcenje likvorja. Li-
kvor odvzamemo z lumbalno punkcijo (LP),
ki je invaziven diagnosti¢ni postopek in jo
vedno opravi zdravnik (1).

ODVZEM LIKVORJA
Z LUMBALNO PUNKCIJO
Ze leta 1891 je Quincke opisal postopek
LP, ki se je takrat uporabljala z namenom
zmanjSevanja intrakranialnega tlaka pri
otrocih z meningitisom. Danes jo najpo-
gosteje izvajamo v diagnosticne, redkeje
pa v terapevtske namene, kot je odstrani-
tev delne koli¢ine likvorja za zmanjSevanje
intrakranialnega pritiska ali za tako ime-
novano intratekalno aplikacijo zdravil.
Pred posegom je potrebno pisno so-
glasje bolnika. Treba mu je razloziti po-
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stopek in zaplete, ki se lahko pojavijo. Ti
vkljucujejo lokalno nelagodje, radikularno
bolecdino, krvavitev, likvor fistulo, okuzbo in
postpunkcijski glavobol. Najpogostejsi za-
plet je postpunkcijski glavobol, ki ga opazi-
mo pri 0,5-35 % preiskovancev (3).

LP je kontraindicirana, e tveganje po-
sega odtehta morebitno korist. Kontrain-
dikacije za lumbalno punkcijo so povzete
v Tabeli 1 (4). Slikovna diagnostika za oceno
varnosti LP je potrebna pred LP pri sumu na
povisan intrakranialni tlak, pri motnji za-
vesti z ZariS¢nimi izpadi, ob edemu papile
vidnega zivca ter lateralizaciji in je ne izva-
jamo rutinsko.

Tabela 1. Kontraindikacije za lumbalno punkcijo.

Stevilo trombocitov < 50 x 10 9/l
INR > 1,3
Lokalna okuzba na mestu punkcije
Zvisan intrakranialni tlak z nevarnostjo
herniacije
Zdravljenje z antitrombotiki (relativna KI)

Legenda: INR — Mednarodno normalizirano razmerje,
K| — kontraindikacija

LPjeasepti¢ni poseg, katerega postopek
je natancno opredeljen v t. i. standardnih
operativnih postopkih. Za izvedbo potre-
bujemo vozicek, ki ga pred posegom ocis-
timo in nanj polozimo potrebne materiale.
Ves Cas, med pripravo na poseg in med sa-
mim posegom, upostevamo nacela asepse.

Vpraksi obstajata dva polozaja, ki ju lah-
ko zavzame pacient med LP. Vboénem (pra-
viloma levem) poloZaju pacient leZi na stra-
ni z maksimalno upognjenim vratom, kolki
in koleni. Bolnik je v t. i. fetalnem poloza-
ju. VsedeCem polozaju pacient sedi na robu
postelje in usloci hrbet. Ko je pacient v pra-
vilnem poloZzaju, s tipanjem dolo¢imo pri-
merno mesto za LP - med tretjim in Cetr-
tim oziroma Cetrtim in petim lumbalnim
prostorom. Pri dolocitvi primernega mesta
si pomagamo tako, da otipamo iliakalni gre-

ben. Navidezna Crta, ki spaja oba grebena, se
nahaja v visini spinoznega odrastka Cetrtega
ledvenega vretenca. Nato otipamo tudi zgo-
raj omenjene, za LP primerne, medvretenc-
ne prostore. Ko dolo¢imo mesto, s sterilni-
mi rokavicami razkuzimo koZo in sterilno
polje zas¢itimo. V¢asih se zdravnik odloci za
lokalno anestezijo. Za LP se uporablja atrav-
matska igla ali Quinckejeva igla z majhnim
premerom. Z iglo na slepo prodiramo skozi
kozo, podkozno tkivo in ligamente ter vsto-
pimo skozi epiduralni prostor, duro in arah-
noidno ovojnico v subarahnoidni prostor.
Ker gre za »slepi« poseg, ob vstopu v sub-
arahnoidni prostor preverimo,ali likvor pri-
teka. Ce ga ni, moramo iglo nekoliko izvle¢i
in spremeniti smer. Ta proces je precej nela-
goden, zato moramo ves Cas vzdrZevati po-
mirjujoc odnos z bolnikom. Ko je igla v sub-
arahnoidnem prostory, likvor praviloma
pritece takoj. Zbiramo ga s prostim izteka-
njem. Zaradi nevarnosti herniacije mozga-
nov aspiracijalikvorja ni dovoljena. Po pose-
gu bolnika postavimo v lezeci polozaj, kjer
pociva (3). Standardne koli¢ine likvorja, ki bi
jo morali odvzeti med LP, ni, velja pa pravilo,
da odvzamemo najmanjSo mozno kolicino,
ki jo za predvidene preiskave potrebujemo,
zato je treba preiskave vedno skrbno nacr-
tovati. Pri vsaki diagnosti¢ni punkciji del
odvzetega likvorja posljemo v laboratorij na
pregled biokemicne sestave in prisotnih ce-
lic. Ce sumimo na morebitno maligno obo-
lenje v OZ, je treba likvor poslati v citologki
laboratorij. Za citoloski pregled je potrebnih
1,5 do 5 ml likvorja (5). Ob sumu na okuzbo
pa je kolicina likvorja odvisna od predvide-
nih preiskav, kar je opisano v nadaljevanju
prispevka.

KOLICINA LIKVORJA, POGOJI ZA
TRANSPORT IN SHRANJEVANJE
ZA MIKROBIOLOSKE PREISKAVE
Kolicina likvorja, potrebnega za mikrobi-
oloske preiskave, je odvisna od nabora pa-
togenov, ki jih bomo dolocali v likvorju,
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in Zelene preiskave. V likvorju je bakterij
obicajno zelo malo, zato je za bakteriolo-
$ko analizo treba odvzeti vsaj 1 ml likvor-
ja v sterilno steklenicko z navojem (brez
dodatkov). Ce Zelimo mikrobiolosko dia-
gnostiko razsiriti Se na virusne, glivne in
parazitske povzrocitelje okuzb OZ, potre-
bujemo vsaj Se 1 ml likvorja za dokaz vi-
rusov, vsaj 3 ml za dokaz gliv v kulturi in
2 ml za ugotavljanje prisotnosti parazitov
v likvorju. V vseh primerih likvor odvza-
memo Vv sterilno stekleni¢ko z navojem
brez dodatkov. Odvzem likvorja v epruve-
te za odvzem krvi ni primeren, saj epruve-
te vsebujejo dodatke, ki motijo mikrobio-
losko analizo likvorja (6).

Ce je likvorja malo, narofenih mikro-
bioloskih preiskav pa veliko, je treba na
spremnem listu za mikrobioloske preiska-
ve navesti, katere preiskave so glede na kli-
nicno sliko najnujnejse in v korelaciji z re-
zultati drugih laboratorijskih preiskav.
Pomembno je, da bolniku likvor odvzame-
mo pred uvedbo zdravljenja (antibioti¢ne-
ga, protivirusnega), saj zdravljenje zmanjsa
Ze tako majhno Stevilo patogenov v likvor-
ju (7,8). Ceje bolnik ze na zdravljenju, je po-
membno na spremnem listu oznaciti vrsto
in trajanje terapije.

Pogoji transporta in shranjevanja odvze-
tegalikvorja pomembno vplivajo na prezivet-
je in ohranitev strukture mikroorganizmov.
Ohranjanje viabilnosti mikroorganizmov je
kljucnega pomena, ko jih Zelimo gojiti v kul-
turi. Za molekularno analizo mikroorganiz-
mov viabilnost ni klju¢nega pomena, je pa
pomembno prepreciti njihovo razgradnjo,
zlasti genoma, katerega prisotnost dokazuje-
mo z molekularnim testiranjem (9,10).

Optimalni ¢as za prenos kuznine v mi-
krobioloski laboratorij je 15 minut za kul-
tivacijo bakterij in gliv, za ostale preiska-
ve pa do 2 uri. Ce transport ku#nine v tem
Casu ni mogod, je treba zagotoviti prenos li-
kvorja vlaboratorij najkasneje v24 urah. Li-
kvor se lahko v laboratorij prenese po cev-
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ni posti bolnisnice ali po kurirju. Nikakor ga
ne posiljamo po navadni posti, kjer so pogo-
ji transporta nenadzorovani in neustrezni:
laboratorij ne more zagotoviti veljavnosti
rezultatov mikrobioloskih analiz, zato tako
poslan likvor obi¢ajno zavrne (6).
Temperatura je pomemben okoljski de-
javnik, ki kriti¢no vpliva na rezultat mikro-
bioloske preiskave. Pogoji shranjevanja po
odvzemu likvorja in med transportom so
odvisni od vrste patogena, Zelene preiskave
in mikrobioloske metode (Tabela 2). Za kulti-
vacijo bakterij in gliv je treba likvor ¢im prej
transportirati na sobni temperaturi (15 mi-
nut ali najkasneje v 24 urah) v mikrobioloski
laboratorij. Shranjevanje likvorja v hladilni-
ku ali zamrzovanje unici viabilnost bakte-
rij in gliv, kar kriticno zmanj$a diagnosti¢no
obcutljivost gojenja v kulturi. Za dolocitev
kriptokoknega antigena je primeren likvor,
ki je v laboratorij dostavljen v 2 urah na sob-
ni temperaturi ali v24 urah pri 4 °C (6).
Nasprotno je likvor za molekularno di-
agnostiko (brez kultivacije ali celi¢ne kul-
ture) treba shraniti in transportirati pri
4°Cdo24 uralina-20°C,Ce pricakujemo, da
bo transport trajal vec kot 24 ur, saj so virusi,
zlasti tisti z RNK-genomom, podvrzeni de-
gradaciji genoma pri visjih temperaturah (6).
V posebnih klini¢nih primerih, ko so
potrebne nadaljnje ali dodatne preiska-
ve, je smiselnost dodatno narocenih pre-
iskav treba uskladiti s primernostjo likvor-
ja za Zelene analize zaradi razli¢nih pogojev
shranjevanja. Likvor, ki je bil shranjen na
temperaturah od -20 do -80 °C, za kulti-
vacijo ni primeren, lahko pa ga uporabi-
mo za ugotavljanje prisotnosti patogenov
z bolj obcutljivimi in hitrimi molekularni-
mi metodami. Ravno nasprotno pa likvorji,
poslani na bakterijsko ali glivno kultivacijo,
zaradi pogojev shranjevanja (sobna tempe-
ratura) niso primerni za dodatne viroloske
ali molekularne preiskave.
Takoj po odvzemu likvorja je treba
kuZnino oznaciti s podatki o bolniku,
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Tabela 2. Koli¢ina ter pogoji shranjevanja in transporta likvorja za mikrobioloske preiskave.

Cas in temperatura
transporta

Opombe

Preiskava Koli¢ina likvorja
Sterilna epruveta z
navojem > 1 ml.
Izjemoma pri
e . dolgem transportu
R > 24 ur odvzem v
kultivacija

aerobno steklenicko
za hemokulturo,
transport enako kot
hemokultura pri 35 °C.

Glive - kultivacija 3ml

Mycobacterium
tuberculosis -
kultivacija

2-10 ml

Bakterije —
molekularni
dokaz (brez -
kultivacije)

Glive —
kriptokokni
antigen
Glive -
molekularni
dokaz

>2ml

Borelije lajmske
borelioze —
izolacija

>2ml

Borelije lajmske
borelioze -
molekularni -
dokaz

Borelije lajmske
borelioze
— dokaz
intratekalne
tvorbe protiteles

Virusi —
molekularni
dokaz

>1ml

Atipicni
povzrocitelji —
molekularni -
dokaz

Paraziti —
molekularni
dokaz

>2ml

< 15 min pri sobni temp.
< 24 ur pri sobni temp.

< 15 min pri sobni temp.
< 24 ur pri sobni temp.

< 2 uri pri sobni temp.
< 24 ur pri sobni temp.

< 2 uri pri sobni temp.
<24 urpri4°C

< 2 uri pri sobni temp.
<24 urpri4°C

< 15 min pri sobni temp.
< 24 ur pri sobni temp.

< 2 uri pri sobni temp.

< 4 ure pri sobni temp.
<24 urpri4-°C

< 4 ure pri sobni temp.
<24 urpri4°C

<24 urpri4°C
> 24 ur pri =20 °C

<24 urpri4°C
> 24 ur pri —20 °C

< 2 uri pri sobni temp.
<24 urpri4°C

Ce odvzamemo likvor v
vec epruvet, naj bo druga
epruveta za mikrobioloske

preiskave. Likvor se ne
sme prenasati pri

4 °C. Pri sumu na gnojni

meningitis odvzamemo

tudi kri za hemokulturo.
Ce je odvzem iz
ventrikularne drenaze,
to ustrezno oznacimo
na spremnem listu za
mikrobioloske preiskave.

Ce ni mogo¢ enkraten
odvzem navedene
koli¢ine, se lahko likvor
pridobi z veckratnimi
punkcijami.

Vzorec likvorja mora biti
odvzet v 2 do 3 urah po
odvzemu Kkrvi, vmes naj
bolnik ne dobi infuzije/
transfuzije.
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vrsti kuZnine ter datumu in uri odvzema.
Epruveta s kuznino ne sme biti prepolna,
mora biti nepropustna in varno zategnje-
na, na zunanji strani transportne posodi-
ce ne sme biti sledov polite kuznine. Pri od-
vzemu in prenosu kuznin za mikrobioloske
preiskave moramo biti vedno pozorni na
varnost preiskovanca, zdravstvenega delav-
ca, kurirja in okolice: uporabimo zascitna
sredstva (rokavice, zascitno haljo, po potre-
bi masko, ocala ipd.) in upostevamo zascit-
ne ukrepe po strokovnih navodilih.

ZAVRNITVENI KRITERIJI ZA
MIKROBIOLOSKO PREISKAVO
LIKVORJA
Laboratorij kuZnine, poslane na mikrobio-
losko preiskavo, zavrne, Ce:

so neustrezno oznacene,

so polite,

so odvzete v neustrezno embalaZo,

je kolicina likvorja premajhna,

je ¢as od odvzema kuznine do sprejemav

laboratorij daljsi od priporocenega,

je kuzZnina prenesena v neustreznih in

nenadzorovanih pogojih (npr. po posti).

Zaradiinvazivnostiin teZavnostiodvze-
ma likvorja lahko v izjemnih primerih la-
boratorij sprejme in analizira tudi likvorje,
ki jih je premalo, so politi, pri katerih je cas
od odvzema do sprejema v laboratorij pre-
koracen ali so pogoji shranjevanja in tran-
sporta neustrezni, toda taksen rezultat na
izvidu vedno spremlja opozorilo, da obsta-
ja moZnost lazZno negativnega rezultata za-
radi premajhne koli¢ine vzorca, moznost
kontaminacije vzorca pri politih vzorcih ali
moznost lazno negativnega rezultata zara-
di neustreznih pogojev transporta, pri Ce-
mer laboratorij ne jam¢i za verodostojnost
rezultatov mikrobioloSke preiskave. Pri in-
terpretaciji rezultata mikrobioloske ana-
lize likvorja je vedno treba oceniti klini¢ni
pomen taksnega rezultata (lazno negativ-
nega ali lazno pozitivnega).
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VPLIVI NEUSTREZNEGA
RAVNANJA Z LIKVORJEM NA
REZULTATE MIKROBIOLOSKIH
PREISKAV
Mikrobioloski laboratorij ima vzpostav-
ljene sisteme, s katerimi nadzoruje ali
zmanj$a moznost napak v analiticni fazi
obdelave kuznin. Najpogosteje so vzrok
neustreznih mikrobioloskih rezultatov
napake, ki izvirajo iz predanaliti¢ne faze
(odvzem, shranjevanje, transport) in so v
veliki meri odvisne od naro¢nika preiskav.
V Tabeli 3 so navedeni najpogostej-
§i vzroki, ki vodijo v neustrezne rezultate
mikrobioloskih preiskav likvorja, in njiho-
ve posledice. Neveljavnih rezultatov mikro-
bioloskih preiskav laboratorij ne poroca, v
primeru dvoma o veljavnosti rezultatov
mikrobioloskih preiskav ali neskladja z
anamnezo, epidemioloskimi podatki in/
ali kliniénim potekom bolezni ter rezulta-
ti drugih laboratorijskih preiskav je potre-
ben posvet med laboratorijem in klinikom.

ZAKLIUCEK

Za natancno etiolosko opredelitev okuzb
osrednjega ZivCevja je potrebna hitra in
zanesljiva mikrobioloSka diagnostika,
ki vkljucuje Sirok nabor mikrobioloskih
preiskav. Poleg pravilne izbire preiskav in
pravilnega odvzema likvorja je v preda-
naliti¢ni fazi nujno treba zagotoviti ¢im
krajsi ¢as od odvzema kuznine do inokula-
cije vzorca v ustrezno gojisce oziroma ¢im
krajsi ¢as prenosa vzorca v mikrobioloski
laboratorij pod ustreznimi pogoji. Kolici-
na likvorja mora biti zadostna za vse naro-
Zene preiskave. Ce je koli¢ina vzorca pre-
majhna, je potreben posvet med klini¢nim
zdravnikom in klini¢nimi mikrobiologi
oziroma izbira prioritetnih preiskav. Izde-
lava in implementacija diagnosti¢nih al-
goritmov bi lahko izboljsali moznosti eti-
oloske opredelitve povzroditeljev okuzb
osrednjega zivcevja.
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Tabela 3. Vzroki za neustrezne rezultate mikrobioloskih analiz likvorja in posledice (6, 11, 12).

Problem

Vzrok

Posledica

Zakasnitev pri obdelavi
likvorja

Neustrezna temperatura
shranjevanja in
transporta kuznine

Prisotnost krvi v likvorju

Veckratno odmrzovanje
in zamrzovanje

Neustrezen volumen
kuznine

Neustrezna transportna
posodica

Kultivacija — brez rasti

Kultivacija — mesana rast

Zamenjava vzorca

lzvedba nepravilnega
testa

Shranjevanje kuznine ¢ez no¢
Zakasnitev pri transportu
Zakasnitev v obdelavi
kuznine v laboratoriju

Neustrezno ravnanje
z likvorjem v
predanaliticni fazi

Kri v likvorju ob
lumbalni punkciji

Potreba po
retrospektivnem testiranju

Premajhen volumen
kuznine za testiranje

Integriteta vzorca med
transportom ali med
testiranjem ni zascitena.

Antibioti¢na terapija pred
odvzemom vzorca

Shranjevanje kuznine ¢ez no¢
Zakasnitev pri transportu
Zakasnitev v obdelavi
kuznine v laboratoriju
Kontaminacija vzorca
pri odvzemu

Neustrezno oznacevanje
vzorcev

Nejasno oznacena preiskava
na spremnem listu, neustrezna
izbira pri elektronskem narocilu

Razrast kontaminantov.
Spremembe vrednosti pH v
kuznini vplivajo na viabilnost

mikroorganizmov.

Razrast kontaminantov.
Spremembe vrednosti pH v
kuznini vplivajo na viabilnost

mikroorganizmov.
Propad in razgradnja temperaturno
obcutljivih mikroorganizmov.

Napacen rezultat (lazno negativen)
molekularnih analiz, ker kri v
molekularnih reakcijah deluje kot
inhibitor.

Vec kot 3 cikli odmrzovanja/
zamrzovanja neugodno vplivajo na
rezultat molekularnega testiranja.

Vseh zelenih preiskav ni mogoce
opraviti. Lazno negativen rezultat
preiskave (laboratorij zavrne testiranje
ali ga v skrajnem primeru opravi,
vendar ne zagotavlja korektnosti
rezultata. V komentarju izvida je
navedeno, ali je bila preiskava
narejena iz manjsega volumna
ali redcenega vzorca, in vpliv na
rezultate analize).

Zmanjsana obcutljivost

Antibiotiki pred odvzemom vzorca
vplivajo na viabilnost bakterij, kar vodi
Vv neuspesno rast v kulturi; slabsa
obcutljivost diagnosti¢nih testov.

Razrast kontaminantov.
Spremembe vrednosti pH v
kuznini vplivajo na viabilnost

mikroorganizmov.

Likvor je kontaminiran z

mikrobno floro koze.

Kuznina bo zavrnjena in
mikrobioloska analiza ne bo
opravljena.

Zamik pri testiranju.
Zavrnitev testiranja.
Kuznina je porabliena za
neustrezno izbrano preiskavo,
zato nadaljnja analiza ni mozna.
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Kaj moramo vedeti, preden posljemo vzorec
za molekularno mikrobiolosko preiskavo

Specimen requirements for molecular microbiological diagnostics

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: molekularna mikrobioloska diagnostika, specifi¢ni PCR, $irokospektralni
PCR, predanalizna faza, stopenjska diagnostika

Uporaba molekularnih preiskav za neposredni dokaz povzrocitelja v mikrobioloski di-
agnostiki infekcijskih bolezni naras¢a. Vse pogosteje se iz posamezne kuznine, poleg
prvotno narocene, naknadno opravljajo dodatne molekularne preiskave, zato je pri od-
vzemu treba upostevati tudi dolocene strozje kriterije odvzema, prenosa in shranjevanja
kuznine, saj Stevilni dejavniki predanalizne faze vplivajo na rezultate.

V prispevku opisujemo vpliv najpomembnejsih dejavnikov predanalizne faze na razli¢ne
molekularne preiskave ter nacCine preprecevanja najpogostejsih napak in njihovih posle-
dic. Kontaminacija kuznine ob odvzemu lahko otezi interpretacijo rezultatov dolocenih
preiskav; redCenje kuznine, premajhna koli¢ina kuznine, neustrezen prenos in shranje-
vanje lahko onemogocijo dokaz povzrocitelja bolezni. Poznavanje postopkov in pravilna
izvedba predanalizne faze sta pogoja za to, da z molekularnimi preiskavami dokazemo
povzrocitelja bolezni in da pravilno interpretiramo rezultate.

ABSTRACT

KEY WORDS: molecular microbiological diagnostics, specific PCR, broad-range PCR, pre-
analytical phase, stepwise diagnostics

Molecular tests are increasingly used in the microbiological diagnostics of infectious
diseases for the direct detection of the pathogen. Increasingly, molecular tests are being
performed on a single specimen in addition to those initially ordered, necessitating the
consideration of more stringent criteria for specimen collection, transport and storage,
since the results are influenced by many factors in the preanalytical phase.

L Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4,
1000 Ljubljana. Korespondenca/Correspondence: V. Cvitkovi¢ Spik: vesna.cvitkovic-spik@mf.uni-1j.si
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In the paper, we describe the influence of the most important factors of the preanalyti-

cal phase on various molecular tests and ways to avoid the most common errors and

their consequences. Contamination of the specimen at the time of collection may com-
plicate the interpretation of certain test results; dilution of the specimen, insufficient
quantity of specimen, inadequate transport and storage, etc. may prevent the detection
of the pathogen. Sound knowledge of the procedures and the correct performance of
the preanalytical phase are prerequisite for the detection of the causative agent of the
disease through molecular methods and the correct interpretation of the results.

UvoD
Molekularne preiskave uspes$no uporab-
ljamo za neposredno dokazovanje okuzb s
povzrocitelji Stevilnih infekcijskih bolez-
ni, njihovo identifikacijo, kvantifikacijo
in natancnejSo opredelitev, nabor razlic-
nih molekularnih testov pa se Se povecu-
je (1,2). Vpreteklih letih smo bili prica na-
predku molekularnih metod predvsem z
avtomatizacijo procesa, povecanjem ob-
Cutljivosti in specificnosti, skrajsanjem
Casa do rezultata in zmanjSanjem morebi-
tnih kontaminacij, torej v analizni fazi di-
agnostike (3). Pomemben vpliv na rezul-
tate molekularne diagnostike pa ima tudi
predanalizna faza: izbor vrste kuZznine,
¢as in nacin odvzema ter koli¢ina kuzni-
ne. Vrsta embalaZe ali transportnega go-
jisca, Cas in temperatura prenosa v mikro-
bioloski laboratorij ter shranjevanje pred
izvajanjem metode pomembno vplivajo
na ohranitev kuznine in s tem tudi na ka-
kovost ter koli¢ino nukleinskih kislin mi-
krobnih povzroditeljev v kuznini. Pravil-
na izvedba predanalizne faze je pogoj za
to, da z molekularnimi preiskavami doka-
Zemo povzrocitelja bolezni in da pravilno
interpretiramo rezultate (4). Z vse vecjim
prodiranjem molekularnih preiskav v mi-
krobiolosko laboratorijsko diagnostiko se
povecuje tudi pomen poznavanja prednos-
tiin omejitev teh metod, kar omogoca pra-
vilno interpretacijo rezultatov v povezavi
s klini¢no sliko (5).

Kako in v kolik$ni meri posamezni de-
javniki predanalizne faze vplivajo na mole-
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kularne mikrobioloske preiskave, je odvisno
predvsem od znacilnih lastnosti dolocene
molekularne preiskave in od vrste okuzbe ali
bolezni, katere etiologijo dokazujemo, ter od
vrste povzrocitelja. Na tem temelji tudi izbor
najustreznejSe vrste kuznine in preiskave. V
prispevku zato najprej opisujemo lastnosti
osnovnih molekularnih preiskav, nadaljuje-
mo s pregledom uporabe molekularnih pre-
iskav za dokaz razli¢nih skupin mikrobnih
povzrociteljev, s poudarkom na bakteriolo-
skih, in nazadnje predstavimo vpliv najpo-
membnejsih dejavnikov predanalizne faze
na molekularne preiskave.

KAJ JE ZNACILNO ZA OSNOVNE
MOLEKULARNE MIKROBIOLOSKE
PREISKAVE?

Molekularne mikrobioloske metode spa-
dajo med metode neposrednega dokazo-
vanja povzroCiteljev bolezni. Omogoca-
jo nam dokazovanje specificnih tarénih
zaporedij nukleinskih kislin povzrocite-
ljev (DNK, pri virusih tudi RNK) neposred-
no v bolnikovi kuznini. Molekula RNK je
bolj obcutljiva za razgradnjo, zato je tre-
ba upostevati strozja navodila za prenos
in shranjevanje kuznin, s ¢imer zmanj-
§amo moznost razgradnje molekul RNK
v predanalizni fazi (4). Najveckrat upora-
bljena metoda je verizZnareakcija s polime-
razo (angl. polymerase chain reaction, PCR),
pri kateri pomnozujemo taréno zaporedje
nukleinske kisline, ki je znacilno samo za
dolocenega povzrocitelja. Novejsa razlici-
ca, PCR v realnem ¢asu, omogoca hiter in
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obcutljiv dokaz enega (vrstno specificen
PCR) ali ve¢ povzrociteljev (hkratni PCR)
(6,7). Hkratni PCR v realnem casu se upo-
rablja predvsem pri sindromski diagno-
stiki, kjer dokazujemo najpogostejse bak-
terijske, virusne, glivne in/ali parazitske
povzrocitelje dolocene klini¢ne slike, npr.
pri mikrobioloski diagnostiki meningiti-
sa, okuzb dihal, okuzb prebavil, septi¢ne-
ga artritisa, sepse ipd. Hkratni PCR v real-
nem casu odlikujejo visoka obc¢utljivost in
specificnost ter razmeroma kratek ¢as do
rezultata, najpomembnejSa omejitev pa
je vnaprej dolocen omejen nabor povzro-
Citeljev (8).

V diagnostiki bakterijskih okuzb se
uporablja tudi bakterijski Sirokospektralni
PCR oziroma evbakterijski PCR (angl. bro-
ad-range 16S rDNA PCR), ki nam teoreticno
omogoca dokaz in identifikacijo vseh bak-
terij. Metoda temelji na pomnoZevanju oh-
ranjene regije gena za 16S rRNK, dolo¢anju
nukleotidnega zaporedja in njegovi pri-
merjavi z zaporedji v genski banki (9, 10).
Bakterijski Sirokospektralni PCR je prime-
ren za opredelitev okuzb primarno sterilnih
mest, kjer pricakujemo enega povzrocitelja.
Preiskava je zelo obcutljiva za kontamina-
cije (z okoljskimi bakterijami ali bakterija-
mi normalne mikrobiote), zato so pravilen
odvzem, prenos, shranjevanje in ravnanje
s kuZnino ter izvedba preiskave izrednega
pomena za pravilen rezultat (4, 5).

KDAJ ZA NEPOSREDNI

DOKAZ OKUZBE Z DOLOCENIM
MIKROBNIM POVZROCITELIJEM
UPORABIMO MOLEKULARNO
PREISKAVO?

Molekularne metode nam omogocajo hi-
ter in specifi¢en neposredni dokaz okuzb
s Stevilnimi povzrocitelji bolezni, vendar
se je treba zavedati, da imajo tudi omeji-
tve, zaradi katerih ne morejo nadomestiti
ostalih metod.

Virusi

Za neposredno dokazovanje virusnih pov-
zroCiteljev so v vsakodnevni diagnosti-
ki v uporabi molekularne metode, ki so
veCinoma nadomestile druge. Uporablja-
jo se za hitro opredelitev povzrocitelja, za
genotipizacijo, za dolo¢anje obcutljivo-
sti virusnega povzrocitelja za protiviru-
sna zdravila, za spremljanje u¢inkovitosti
protivirusnega zdravljenja. Glavna in naj-
pogosteje uporabljana metoda je specific-
ni PCR v realnem casu, ki je v primerjavi z
dokazovanjem antigenov v kuznini, hibri-
dizacijskimi metodami in elektronskim
mikroskopiranjem bolj obcutljiv in speci-
ficen ter preprostejsi in hitrejsi od posku-
sa osamitve virusov v celi¢ni kulturi. Naj-
pomembnejsa omejitev specificnega PCR
v realnem casu je, da ciljano iS¢emo samo
posamezne povzrocitelje, ki jih pri¢akuje-
mo, in da rezultat ne vsebuje informacije o
viabilnosti virusov (11).

Bakterije
V diagnostiki bakterijskih okuzb mole-
kularne metode ne morejo nadomestiti
osamitve dolocenih povzrociteljev in fe-
notipskega dolocanja obcutljivosti za an-
tibiotike, zato se izvajajo dodatno ali so-
Casno s klasi¢nimi postopki kultivacije (1).
Izjema je neposredno dokazovanje okuzbz
znotrajcelicnimi bakterijami (klamidije,
rikecije, anaplazme) in z nekultivabilnimi
bakterijami (Treponema pallidum, Trophery-
ma whipplei), za kar so, podobno kot za vi-
ruse, uveljavljene molekularne metode (1,
12). Te je smiselno izvajati tudi za dokaz
drugih bakterij, katerih kultivacija je zah-
tevna ali dolgotrajna, ali kadar potrebuje-
mo zelo hitro opredelitev povzrocitelja (8)
oziroma Ce je kultivacija negativna zara-
di predhodnega antibioti¢nega zdravljenja
bolnikov (8, 10).

Za neposredni dokaz bakterij, ki jih je
tezko gojiti ali je njihova kultivacija dol-
gotrajna, ker so zahtevne glede hranil ter
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drugih pogojev za rast (Mycobacterium tu-
berculosis kompleks, mikoplazme, bore-
lije, leptospire, Bordetella pertussis, Borde-
tella parapertussis, anaplazme in druge), so
molekularne preiskave bolj obcutljive od
dokazovanja antigenov povzrocitelja ter
mikroskopskega pregleda kuznine. V pri-
merjavi s kultivacijo je molekularni dokaz
bistveno hitrejsi, kar je Se zlasti pomembno
v diagnostiki tuberkuloze (13), vendar manj
obcutljiv od kultivacije. Izjema so bakteri-
je, ki v kuznini hitro propadejo (npr. B. per-
tussis) — zanje so molekularne metode bolj
obcutljive tudi od kultivacije (1), ki se kljub
temu izvaja socasno, saj omogoca izolacijo
in s tem natancnejSo opredelitev povzro-
Citelja, kar je pomembno za epidemioloske
namene (14).

Hitra opredelitev povzrocitelja je naj-
pomembnejSa pri hudih okuzbah, npr.
okuzbah osrednjega Zivcevja (OZ) ali sepsi.
Sindromska diagnostika okuzb OZ je bila
uspesno vpeljana v rutinsko laboratorijsko
diagnostiko meningitisa in encefalitisa (15,
16), medtem ko se je sindromska diagnosti-
ka za dokaz najpogostejsih povzrociteljev
sepse izkazala za zelo drago in ima dodatno
diagnosti¢no vrednost le v zelo specifi¢nih
klini¢nih primerih (17). Za ta namen izvaja-
mo hkratni PCR v realnem casu.

V zadnjem casu se molekularna sin-
dromska diagnostika uporablja tudi za hi-
ter dokaz najpogostejSih povzroditeljev
akutnega gastroenteritisa, pridobljene-
ga v domacem okolju. Dodatna prednost
je visja obcutljivost od kultivacije za dokaz
Campylobacter spp. in od ostalih metod za
dokaz Cryptosporidium spp. in Giardia spp.
(18). Zaradi visoke obcutljivosti molekular-
nih metod za dokaz parazitov zadostuje en
vzorec blata, medtem ko so pri mikroskop-
skem pregledu blata na parazite potrebni
vsaj trije vzorci. Ce molekularno dokazemo
bakterijskega povzrocitelja, vedno opravi-
mo Se kultivacijo, torej izvedemo Se poskus
klasi¢ne osamitve, identifikacije in doloci-
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tve obcutljivosti za antibiotike. Ce obstaja
klini¢ni sum na okuzbo s Clostridioides dif-
ficile,z verotoksigeno E. coli ali drugimi dia-
reogenimi sevi E. coli, je treba preiskave za-
radi specificne laboratorijske diagnostike
narociti loceno. Ob narodilu je treba zara-
di razsirjene usmerjene molekularne labo-
ratorijske diagnostike navesti tudi more-
bitna potovanja bolnikov v endemske kraje
oz. sum na redke povzroditelje (npr. Enta-
moeba histolytica) (19).

Predvsem zaradi krajSega casa do rezul-
tata uporabljamo PCR v realnem casu tudi
za hitro odkrivanje nosilcev veckratno od-
pornih bakterijskih povzrociteljev, npr. se-
vov Staphylococcus aureus, odpornih proti
meticilinu (angl. methicillin-resistant S. au-
reus, MRSA) v nadzornih kuzninah (20). Ker
z molekularno preiskavo dokazemo le za-
poredje DNK, ki je specifi¢no za MRSA, ne
pa zivih bakterij MRSA, preiskava ni pri-
merna za ugotavljanje uspesnosti zdravlje-
nja ali uspesnosti dekolonizacije bolnikov,
ki so v zadnjem letu imeli okuzbo z MRSA,
potrjeno s kultivacijo, ker je pri njih lahko
prisotna zgolj DNK MRSA, ne pa zive bakte-
rije. To je primer preiskave, ki nazorno kaze,
da je za pravilno interpretacijo rezultatov
potrebno dobro poznavanje znacilnosti in
omejitev dolocene molekularne preiskave.

Za opredelitev bakterijskega povzroci-
telja v primerih, ko je kultivacija negativ-
na, so molekularne metode bolj obcutlji-
ve. Rezultat klasi¢ne kultivacije iz kuznine
je lahko laZno negativen, ker so povzroci-
telji tezko kultivabilne ali nekultivabil-
ne bakterije, pogosteje pa zato, ker bakte-
rije v kuznini niso vec viabilne, npr. zaradi
antibioti¢nega zdravljenja pred odvzemom
kuznine ali zaradi znacilnosti nekaterih
patogenih bakterij, ki sicer na standardnih
bakterioloskih gojiscih in pri standardnih
pogojih rastejo, je pa kljub temu kultiva-
cija za njihovo osamitev iz dolocenih vrst
kuznin slabo obcutljiva. Tak primer so bak-
terije Streptococcus pneumoniae (21, 22) in
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bakterije Kingella kingae (23, 24), za kate-

re imajo molekularne preiskave visoko do-

datno diagnosti¢no vrednost, zato je ob od-
vzemu treba zagotoviti del kuZnine tudi za

molekularne preiskave (4).

V laboratorijskem diagnosticnem po-
stopku bakterijskih okuzb je smotrna sto-
penjska diagnostika, ki se pri¢ne s kulti-
vacijo, Ce ni rasti, pa se izvedejo dodatne
molekularne preiskave.

Ce obstaja sum na dolo¢enega povzro-
Citelja, je optimalno izvesti molekularni
dokaz z vrstno specifi¢cnim PCR v realnem
casu. Pri bolnikih s simptomi, ki jih lahko
povzroci vec razlicnih patogenov, se lahko
odlo¢imo za hkratni PCR v sklopu sindrom-
ske diagnostike. Obe metodi sta hitri, visoko
obcutljivi in visoko specifi¢ni. Ob klini¢ni
sliki, ki vzbuja sum na redkejse povzrodite-
lje, ali Ce povzrocitelja ne dokazemo s speci-
fi¢nimi PCR, je iz kuznine optimalno izves-
ti bakterijski Sirokospektralni PCR. Pogoj
je, da gre za kuZnino s primarno sterilne-
ga mesta (22, 25). S to preiskavo lahko nepo-
sredno v kuznini teoreti¢no dokazemo ka-
teregakoli bakterijskega povzrocitelja, je pa
nekoliko slabse obcutljiva in nekoliko draz-
ja od specifi¢nega PCR (22). Bakterijski Siro-
kospektralni PCR je ob sumu na bakterijsko
okuzbo smotrno uporabljati:

- pri zelo prizadetem bolniku, zlasti e je
imunsko oslabljen; ko etiologija zelo
verjetne bakterijske okuzbe ni oprede-
ljena s standardnimi mikrobioloskimi
postopki;

- pri bolniku, pri katerem je zaradi pred-
videnega dolgotrajnega antibioti¢ne-
ga zdravljenja zelo pomembna vzroc-
na opredelitev bakterijske okuzbe (npr.
infekcijski endokarditis,
tis/spondilodiscitis, plju¢ni/mozganski
empiem/absces, endoftalmitis, mikotic-
naanevrizma itd.);

- pri bolniku, pri katerem je bilo antibio-
ti¢no zdravljenje uvedeno pred odvze-
mom kuZnin;

osteomieli-

- pri bolniku, pri katerem sumimo na
povzrocitelje, ki jih z obicajnimi mikro-
bioloskimi metodami ne moremo doka-
zati (npr. Tropheryma whippelii itd.) oz. jih
tezko dokazZemo (npr.anaerobne bakteri-
je, za kultivacijo zahtevne bakterije) (10).

Pri stopenjski diagnostiki ima veliko
vlogo dobra komunikacija med laboratori-
jem in kliniko. Specialistu mikrobiologu so
pri izboru dodatnih molekularnih preiskav,
ki jih lahko priporoci za dokaz potencialne-
ga povzrocitelja, v pomoc podatki o klini¢ni
sliki bolnika, diagnoza, terapija, potovanja,
imunsko ali osnovno zdravstveno stanje
bolnika (1).

Z molekularnimi metodami izvajamo
tudi molekularni dokaz odpornosti bak-
terij neposredno v kuznini, vendar v zelo
omejenem obsegu, npr. odpornost bakterij
Staphylococcus aureus proti meticilinu (20),
odpornost bakterij Helicobacter pylori proti
klaritromicinu (26) idr.

Iz zgoraj navedenega opisa dopolnje-
vanja ali kombiniranja klasi¢ne mikrobi-
oloske diagnostike z molekularno lahko
povzamemo, da se posamezna kuznina po-
gosto razdeli za vec razli¢nih preiskav, zato
je pri odvzemu treba upostevati predvsem
strozje kriterije glede asepti¢nega odvze-
ma kuznine, uporabe ustreznih pripomoc-
kov in embalaze ter shranjevanja kuznine.

Glive

Za neposredni dokaz glivicnih povzrodi-
teljev dodatno (poleg kultivacije, dokaza
antigenov gliv, mikroskopskega pregleda
kuZnine) izvajamo molekularne metode
predvsem za hitro visoko specifi¢no in ob-
¢utljivo diagnostiko invazivnih in sistem-
skih okuzb z glivami Candida spp. in Asper-
gillus spp. (27-29) ter izbranih gliv v sklopu
sindromske diagnostike za meningitis (8)
in sepso (30) ali za potrditev okuzbe, npr.
pljucnice, ki jo povzroci Pneumocystis jiro-
vecii, pri imunsko oslabljenih bolnikih (1).
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Paraziti

Vneposredni diagnostiki parazitskih okuzb
se molekularne metode uporabljajo pred-
vsem za hitro in specifi¢no opredelitev
povzrocitelja pri sistemskih okuzbah (ma-
larija, liSmanioza, toksoplazmoza), pri
driski (Giardia duodenalis, Cryptosporidium
spp.) (18, 31) ter pri uretritisu, cistitisu ali
cervicitisu (Trichomonas vaginalis). Upora-
bljajo se zlasti za hitrejsi in visoko specifi-
¢en dokaz povzrocitelja (1).

KAKO POSTOPKI V PREDANALIZNI
FAZI VPLIVAJO NA REZULTAT
MOLEKULARNE PREISKAVE

V BAKTERIOLOGIJI?

Vsak diagnosti¢nilaboratorij ima izdelana
in objavljena navodila za odvzem in tran-
sport kuznin za preiskave, ki jih izvaja (19,
32).Ti postopkiizhajajo iz mednarodno ve-
ljavnih standardov (4) in v dolo¢enem ob-
segu iz navodil proizvajalca diagnosti¢nih
testnih kompletov. Laboratorij jih preiz-
kusa za vsako vrsto kuznine, iz katere se
izvaja dolocena preiskava (19, 32).

Pred odvzemom kuZnine je treba raz-
misliti o najverjetnejsih povzrociteljih
okuzbe glede na klini¢ne znake in izbra-
ti ustrezen nabor preiskav za diagnostiko,
po potrebi stopenjsko. Odvisno od izbra-
ne preiskave odvzamemo primerne kuzni-
ne na ustrezen, v diagnosti¢nem laborato-
riju opredeljen nacin in ob pravem casu, ki
je praviloma ob izrazenih klini¢nih znakih
ali ¢im hitreje po nastopu klini¢nih znakov.
Upostevamo, da bo morda treba opraviti do-
datne, med drugim tudi obcutljivejSe mole-
kularne mikrobioloske preiskave, zato se
drzimo strozjih pravil odvzema, nekaj na-
tivne kuznine lahko tudi shranimo ali vzo-
rec odvzamemo v dvojniku, Ce je potreb-
no shranjevanje kuznine v transportnem
gojis¢u. Npr. za laboratorijsko diagnostiko
septicnega artritisa pri majhnih otrocih, ki
ga povzroci Kingella kingae, je najobcutlji-
vejSa metoda specificni PCR (23, 24). Ker je
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koli¢ina punktata sklepa pri teh bolnikih
obicajno majhna, je priporocljivo, da se vsaj
del kuZnine nameni molekularni preiska-
vi tako, da se po inokulaciji v goji§ce za he-
mokulturo (hemokulturno steklenicko) del
kuZnine zadrzi v brizgi, s katero se punktira.
Zelo pomembno je, da se dosledno upo-
Stevajo navodila laboratorija, ki izvaja dolo-
Ceno preiskavo, saj so nekatere molekular-
ne metode zelo obcutljive za predanalizno
fazo, predvsem za kontaminacijo ali redce-
nje kuznine, uporabo neustrezne embalaze
z neustreznimi dodatki ter prenos in shra-
njevanje pri neustreznih pogojih. Navodila
zamolekularni dokaz okuzb z virusi, klami-
dijami, drugimi znotrajcelicnimi bakterija-
mi in nekultivabilnimi bakterijami so ze
uveljavljena. Predvsem za kuznine, ki si jih
deliveclaboratorijev oz. so namenjene tako
kultivaciji kot molekularnim preiskavam
ali vec¢ razlicnim molekularnim preiska-
vam, se povecuje potreba po dodatnih pri-
porocilih in navodilih za pravilen odvzem,
prenos in shranjevanje. VTabeli 1 smo zbra-
li podatke o posebnostih odvzema, prenosa
in shranjevanja izbranih kuznin za mole-
kularne preiskave in posledice najpogostej-
$ih napak, ki jih opisujemo v nadaljevanju.
Najprej izpostavljamo preprecevanje
kontaminacije primarno sterilnih kuznin
(likvor, plevralni punktat, punktat skle-
pa ipd.), ki ima najvedji vpliv na bakterijski
Sirokospektralni PCR oziroma evbakterij-
ski PCR, lahko pa jo zaznamo tudi z dolo-
Cenimi vrstno specifi¢nimi PCR-testi. Kon-
taminacijo v predanalizni fazi preprec¢imo
tako, da kuznine s primarno sterilnih mest
odvzamemo na strogo asepticen nacin, z ve-
likim poudarkom na temeljiti pripravi ste-
rilnega mesta za punkcijo primarno sterilne
kuznine. Odvzem prek katetra ali shunta je
neustrezen. V laboratorij posljemo ¢im bolj
intaktno nativno kuznino, v predpisani ste-
rilni transportni embalazi, ki ne pusca, brez
transportnega gojis¢a, nerazredceno, brez
izpostavljanja kontaminantom z nepotreb-
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nim odpiranjem v necistem prostoru (4). Z
bakterijskim Sirokospektralnim PCR zazna-
mo poleg ali celo namesto patogena tudi
kontaminante, ki lahko prikrijejo patogen
v kuZnini, Ce ga je manj kot kontaminantov.
Kontaminacija lahko zelo otezi interpretaci-
jo rezultatov, Se zlasti pri imunsko oslablje-
nih bolnikih, pri katerih invazivne bolezni
lahko povzrocajo oportunisticne ali okoljske
bakterije. Vzrok za tovrstne rezultate je
nepravilen nacin odvzema kuznine, ki ni
strogo asepticen; izvor kontaminantov pa je
mikrobiota kozZe ali sluznic bolnika ter oko-
lje, v katerem poteka odvzem. Pripomocki za
odvzem, transportna embalaZa, transpor-
tno gojisce, fizioloska raztopina, s katero je
prelita kuznina (4), so sicer sterilni, a so na
ali v njih lahko prisotni ostanki DNK, ki jih
zaznamo z molekularnimi metodami (niso
DNA-free). Npr. gojisce za hemokulturo do-
kazano vsebuje ostanke bakterijske DNK, ki
jih zaznamo z bakterijskim Sirokospektral-
nim PCR, zato je kri ali druga vrsta kuznine,
zasejana v gojiscu za hemokulturo, neustre-
zna za preiskavo z bakterijskim Sirokospek-
tralnim PCR (33). Ustrezna kuznina je 2-4
ml krvi, odvzete na strogo asepticen nacin,
v epruveto z antikoagulantom EDTA, ob pra-
vem Cas, ko bolnik kaze znake sepse. Anti-
koagulant EDTA preprecuje koagulacijo krvi
in zavira delovanje DNaz, s ¢imer se bolje
ohranijo nukleinske kisline v kuznini (34).
Nasprotno pa antikoagulant heparin zavi-
ra reakcijo PCR in ima negativen ucinek na
molekularne preiskave, zato epruvete s he-
parinom niso primerne za kuznine, name-
njene molekularnim preiskavam (4).
Naslednji dejavnik iz predanalizne faze,
ki ga izpostavljamo, je preprecevanje red-
cenja kuznine. Kuznine ne prelivamo ali
redc¢imo s fiziolosko raztopino oziroma z
drugimi tekocinami ali gojisci. Poleg zgo-
raj opisane problematike s kontaminaci-
jo je redCenje kuznine s teko¢inami ali go-
jis¢em neustrezno tudi zato, ker na ta nacin
razred¢imo povzrocitelje ali DNK povzroci-

telja, s tem pa zmanjSamo moznost dokaza
patogena v kuznini (4).

Prav tako je rezultat izbrane preiska-
ve lahko lazno negativen, kadar je kuznine
premalo (zlasti ob narocenih Stevilnih pre-
iskavah) (Tabela 1). V tem primeru diagno-
sti¢ni laboratorij obvesti narocnika, da se
dogovorita o naboru in zaporedju potreb-
nih preiskav, torej stopenjski diagnostiki,
in/ali na izvid doda opombo.

Ustrezen prenos in shranjevanje kuz-
nin za molekularne bakterioloske preis-
kave je pri 4 °C. Pogosto je koli¢ina kuznine
omejena in jo je na odvzemnem mestu tez-
ko asepticno razdeliti na ustrezne odmerke
ter s tem zagotoviti zahtevane pogoje pre-
nosa za razli¢ne preiskave. Nativna kuznina
se zato posilja v eni embalazi, iz katere jo v
mikrobioloskem laboratoriju odvzamemo
posebej za kultivacijo in posebej za mole-
kularne preiskave. V tem primeru uposte-
vamo pogoje prenosa in shranjevanja, ki so
predpisani za kultivacijo, torej do 2 uri pri
sobni temperaturi, dlje pa pri 4 °C (19).

Ce ugotovimo, da so bili odvzem, tran-
sport in/ali shranjevanje kuznine nepri-
merni za izbrano diagnosti¢no metodo, a je
preiskava kljub temu potrebna, se v pogo-
voru s specialistom klini¢ne mikrobiologije
v diagnosti¢nem laboratoriju opredeli smi-
selnost preiskave (1).

ZAKLJUCEK

V sodobnem casu je z novejSimi, hitrej-
$imi, obcutljivejSimi in bolj specifi¢ni-
mi molekularnimi metodami diagnostika
okuzb s patogenimi mikroorganizmi zelo
napredovala. Z naras¢anjem Stevila dia-
gnosticnih metod se pojavljajo vprasanja
o njihovi dodatni diagnosti¢ni vrednosti
v diagnostiki infekcijskih bolezni. Ker ni
vsaka metoda primerna za vsako kuzni-
no, je izbor ustrezne diagnosticne metode
(ali ve¢ metod) klju¢nega pomena. Doblje-
ne rezultate preiskav je treba interpreti-
rati upostevajo¢ znacilnosti izbrane pre-
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Tabela 1. Posebnosti odvzema, prenosa in shranjevanja izbranih kuznin za molekularne preiskave,

najpogostejse napake in posledice.

Koli¢ina vzorca

Embalaza

Kuznina Nacin odvzema
Tekocine iz Striktno asepti¢ni pogoji
primarno sterilnih odvzema
mest: likvor,

plevralna tekocina,
sklepna tekocina,
prekatna vodka,
vsebina gnojne

500 pl-1 ml
nativne kuznine

Sterilna epruveta z navojem
Sterilna brizga z zamaskom z
navojem, s katero se tekocCina

punktira

Sterilna posodica

kolekcije
Kuznine iz Striktno asepti¢ni 1ml Sterilna posodica
spodnjih dihal: pogoji odvzema
bronhoalveolarni
izpirek, izpirek
bronha, aspirat
bronha
Polna kri Striktno asepticni 3-5ml Vakuumska epruveta z dodanim
pogoji odvzema; antikoagulantom
vakuumski odvzem; EDTA
ob pravem ¢asu po navodilih
za odvzem hemokulture
Tkivo Striktno asepticni pogoji Vsajlg Sterilna posodica z navojem
odvzema nativnega tkiva
Blato Odvzem v Cisto 3-5ml Posodica z zlicko

posodico za blato z zlicko;
primerno tudi povsem tekoce
blato; odvzem Cimprej po
pojavitvi bolezni

nativnega blata ali
do 1/3 posodice

Krtacni bris

Transportno gojisc¢e Cary-Blair

Legenda: ? lokalni transport, ° daljsi transport, ST — sobna temperatura
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Prenos kuznine Mozna napaka

Posledica napake

Kontaminacija med odvzemom
zaradi neupostevanja striktno
aseptic¢nih pogojev, inokulacije
kuznine v gojisce
za hemokulturo
ali red¢enja kuznine s fiziolosko
raztopino oziroma drugo sterilno
tekocino, ki lahko vsebuje
kontaminante

Tudi za kulturo:
<2uri?ST, <24 ur®4°C

Samo za molekularne preiskave:
- za bakterije, glive

in DNK-viruse:

<2uri4°C, <24 ur4°C
- za RNK-viruse:

takoj po odvzemu ohladiti

na ledu,
<2 uri na ledu, dlje -20 °C

Otezena ali onemogocena interpretacija
rezultata: kontaminante prekrijejo signal
patogena, ki ga zato ni mogoce dokazati.

Zaradi redcenja kuznine je zmoznost
molekularnega dokaza povzrocitelja
znatno nizja in rezultat je lahko
lazno negativen.

Nezadostna koli¢ina kuznine

Zmoznost molekularnega dokaza
povzrocitelja je nizja in rezultat je lahko
lazno negativen.

Kontaminacija med odvzemom
zaradi neupostevanja striktno
asepticnih pogojev, nepravilnega
nacina odvzema ali
redcenja kuznine s fiziolosko
raztopino oziroma drugo sterilno
tekocino, ki lahko vsebuje
kontaminante

Tudi za kulturo:
<2 uriST, <24 ur4°C

Samo za molekularne preiskave:
<2 uri4°C, <24 ur4°C

Otezena ali onemogocena
interpretacija rezultata:
kontaminante prekrijejo signal patogena,
ki ga zato ni mogoce dokazati.

Zaradi redcenja kuznine je zmoznost

molekularnega dokaza povzrocitelja

znatno nizja in rezultat je lahko lazno
negativen.

Nezadostna koli¢ina kuznine

Zmoznost molekularnega dokaza
povzrocitelja je nizja in rezultat je lahko
lazno negativen.

Kontaminacija ob odvzemu
zaradi neupostevanja striktno
asepticnih pogojev ali inokulacije
kuznine v gojisce
za hemokulturo

Otezena ali onemogocena interpretacija
rezultata: kontaminante prekrijejo
signal patogena, ki ga zato ni mogoce
dokazati.

Polna kri za molekularni dokaz

povzrocitelja sepse ni odvzeta
ob pravem casu, torej ko ima
bolnik klinicne znake sepse.

Povzrocitelja ni mogoce dokazati,
ker ga ni vec v krvnem obtoku.

Kontaminacija ob odvzemu
zaradi neupostevanja striktno
asepticnih pogojev ali stika tkiva
z bombazno gazo v embalazi

Tudi za kulturo:
<2 uri ST, <24 ur 4 °C

Samo za molekularne preiskave:
<2uri4°C, <24 ur4°C

Otezena ali onemogocena interpretacija
rezultata:
kontaminante prekrijejo signal patogena,
ki ga zato ni mogoce dokazati.

Prelitje tkiva s fiziolosko
raztopino ali drugo sterilno
tekocino, ki lahko vsebuje
kontaminante

Otezena ali onemogocena interpretacija
rezultata: kontaminante prekrijejo signal
patogena, ki ga zato ni mozno dokazati.
Ce je eden ali ve¢ kosckov tkiva prelitin z
veliko kolicino tekocine v veliki embalazi,
se kuznina lahko izgubi in rezultat je
lahko lazno negativen.

Kontaminacija v primeru
odvzema iz stranis¢ne
Skoljke

Tudi za kulturo:
< 2 uri ST,
<24 ur 4°C

Nezadostna kolicina kuznine
v diagnostiki bakterijskih
povzrociteljev

Samo za molekularne preiskave:
<2 uri4°C,
<24 ur4-°C

Otezena ali onemogocena
interpretacija rezultata

Otezena in pogosto neuspesna
kultivacija bakterije kljub
molekularnemu dokazu

45



1 10. Likarjev simpozij

iskave skupaj s klini¢no sliko bolnika. Z
napredkom molekularne diagnostike in
zaradi vse vecjega nabora moznih preiskav
se povecuje tudi potreba po dodatnih pri-
porocilih in navodilih za pravilen odvzem,
vrsto embalaze, koli¢ino, pogoje prenosa v
mikrobioloski laboratorij in shranjevanje
kuZnin. Z upostevanjem vseh pravil pre-
danalizne faze se izognemo lazno negativ-
nim kot tudilaZno pozitivnim ali pa tezko
interpretabilnim rezultatom. Priporoca-
mo, da se, Ce je le mogoce, preiskave izvaja-
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ODVZEM KUZNIN PRI OKUZBAH
V OFTALMOLOGIJI

Collection of specimens in ophthalmologic infections

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: o¢esna okuzba, keratitis, diagnoza, bakterije, glive, virusi, paraziti

Okuzbe ocesne povrsine in periokularnih tkiv so v vsakdanji oftalmoloski praksi raz-
meroma pogoste, njihova klini¢na slika pa marsikdaj ni specifi¢na za dolo¢en mikro-
organizem. Za natancnej$o etioloSko opredelitev se tako pogosto zatekamo k odvze-
mom kuznin, kot so bris roba veke, ocesne veznice, postrzek rozenice ali bris ulcerirane
solzne vrecke. Pravocasen in pravilen odvzem kuznin je Se zlasti pomemben pri zdra-
vljenju znotrajocesnih okuzb, ki v oftalmologiji veljajo za vid ogrozajoca in urgentna
stanja. V prispevku bomo tako natancno predstavili vrste kuznin v oftalmologiji, njihove
posebnosti, pravilen odvzem in transport kuznin ter njihov pomen v klini¢ni praksi.

ABSTRACT

KEY WORDS: ocular infection, keratitis, diagnosis, bacterial, fungal, viral, parasitic

Infections of the ocular surface and periocular tissues are relatively common in every-
day ophthalmic practice, and their clinical presentation is often not specific of a parti-
cular pathogen. For a more precise etiological characterisation of these infections, we
often collect ocular specimens such as swabs from the edge of the eyelid, conjunctival
swab, corneal scraping, or swab of the ulcerated lacrimal sac. Moreover, timely and
correct collection of intraocular specimens is of particular importance for the correct
treatment of intraocular infections, which are vision-threatening and an ophthalmic
emergency. In this paper, we will present a detailed description of different types of
ophthalmic specimens, the correct collection and transport methods, and their impor-
tance in clinical practice.

t Ocesna klinika, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Grablovic¢eva ulica 46, 1000 Ljubljana
2 Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4,
1000 Ljubljana
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1 10. Likarjev simpozij

uvoD

Okuzbe v oftalmologiji, predvsem okuz-
be ocesne povrsine, so razmeroma pogoste
(1). Glede nalokacijojihlahkorazdelimona
okuzbe ocesne povrsine in okuzbe znot-
rajoCesnih struktur. Med okuzbe ocesne
povrsine uvrs¢amo okuzbe vek in perio-
kularnega tkiva, veznice in povrsine ro-
Zenice, torej tkiv, ki so v stiku z okolico in
imajo lahko komenzalno mikrobiolosko
floro. Znotrajocesne okuzbe nastanejo, ka-
dar mikroorganizmi intraoperativno, ob
poskodbi ali hematogeno preidejo ocesno
stenoin okuzijo struktureznotraj ocesa, ki
so sicer sterilne (2). ZnotrajoCesne okuzbe
in fulminantno potekajoce okuzbe oCesne
stene, ki lahko napredujejo v okuzbo znot-
rajocesnih struktur, so vid ogrozajoca inv
oftalmologiji urgentna stanja, zato takoj
po odvzemu kuznin za¢nemo empiri¢no
protimikrobno zdravljenje. Klini¢na slika
oCesnih okuzb pogosto nispecificnazado-
locen mikroorganizem, hkrati pa je mozen
zelo Sirok spekter povzrociteljev (bakteri-
je, virusi, glive, paraziti) (Tabela 1) (3). Za
natancnejso etiolosko opredelitev se tako
pogosto zatekamo k odvzemom razlic-
nih vrst kuznin. Mikrobiolo§ki laborato-
riji imajo izdelana navodila za odvzem in
prenos kuznin, ki izhajajo iz mednarodno
veljavnih standardov (4-6). Zlati standard
za dokazovanje bakterijskih in glivnih
povzrociteljev okuzb je Se vedno kultivaci-
ja in identifikacija povzrocitelja, za doka-
zovanje virusnih povzroditeljev okuzb in
nekaterih parazitov pa se uporabljajo mo-
lekularne metode, kot je verizna reakcija s
polimerazo (angl. polymerase chain reacti-
on, PCR). Molekularno dokazovanje bakte-
rijskih povzrociteljev okuzb pride v postev
ob neuspesni kultivaciji ali ob uvedenian-
tibioti¢ni terapiji pred odvzemom kuZnin.
Natancna etiolo$ka opredelitev nam omo-
goca ucinkovito in bolj usmerjeno proti-
mikrobno terapijo. V prispevku bomo tako
natancno predstavili vrste kuznin v oftal-
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mologiji in njihove posebnosti, pravilen
odvzem in prenos kuznin ter njihov po-
men v klini¢ni praksi.

POSEBNOSTI KUZNIN

V OFTALMOLOGIJI

Ocesna povrsinajevstikuzzunanjim oko-
ljem in predstavlja zascitno bariero glob-
ljih oCesnih struktur. Ocesna povrsina ni
sterilna. Pogostejsi komenzalni mikroor-
ganizmi, ki jih lahko najdemo v majhnem
Stevilu na olesni veznici (ne pa iz postrzka
roZenice), so bakterije iz rodu Staphylococ-
cus, Corynebacterium, Cutibacterium (pred-
hodno Propionibacterium). Prehodno pa
lahko ocesno veznico kolonizirajo tudi pa-
togene bakterije (npr. Streptococcus pneu-
moniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, bakterije iz rodu Klebsiella, Moraxel-
la) in glive (1, 2). Zato je potrebna poseb-
na previdnost pri interpretaciji rezultatov
mikrobioloskih analiz, ki se nanasajo na
vzorce, odvzete z oCesne povrsine, in upo-
Stevanje ustrezne klini¢ne korelacije.

Podrugistrani pasorozenicainintraoku-
larna tkiva, npr. prekatna vodka ali steklo-
vina, sterilni (2). V homeostatskih pogojih je
notranjost ocesa tudi imunsko privilegira-
na, kar pomeni, da se vzdrzujejo imunoloski
mehanizmi tolerance, ki preprecujejo razvoj
vnetja in procesov brazgotinjenja, ki bi lahko
ogrozili vid (7). Vdor mikroorganizmov v oko
porusi to ravnovesje, (Cezmerni) vnetni od-
govor pa lahko nepovratno okvari delovanje
razli¢nih struktur ocesa (2).

Posebnost vzorcev, odvzetih v oftal-
mologiji, je tudi majhna koli¢ina materi-
ala (tkiva), ki ga lahko pridobimo (0,1-0,5
ml), in s tem tudi pogosto majhno Stevi-
lo mikroorganizmov v kuznini (1). Ponoven
odvzem invazivno odvzetih vzorcev veci-
noma ni mogo¢. Za invazivno odvzete vzor-
zasajevanje neposredno ob bolniku.

Probleme lahko povzroci tudi predhod-
no lokalno uvedena empiricna protimi-



Petra Schollmayer, Ivana Velimirovi¢, Katja Matovi¢, Tina Triglav, Xnevat Lumi, Natasa Vidovi¢ Valentincic, 1
Zala Luznik Marzidovsek | Odvzem kuznin pri okuzbah v oftalmologiji

krobna terapija, zaradi katere lahko kuznina
vsebuje nezive mikroorganizme (1). Povzro-
Citelji so lahko na zunanje vplive bolj ob¢u-
tljivi ali pa gre za zelo pocasi rastoce mikro-
organizme (npr. mikobakterije), ki morda
zahtevajo posebna gojisca, prenos ter pogo-
je kultivacije in izolacije.

V Tabeli 1 povzemamo najpomembnej-
$e povzrocitelje oCesnih okuzb, ki jih gle-
de na lokacijo delimo na okuzbe primarno
nesterilnih mest (skupina 1) in okuzbe pri-
marno sterilnih mest (skupina 2).

ODVZEM KUZNIN IZ SKUPINE

1: PRIMARNO NESTERILNO
ODVZEMNO MESTO

Pri sumu na bakterijske povzrocitelje ali
glive vzorec odvzamemo z brisom z bom-
bazno konico, ki ga vstavimo v Amies/Stu-
artovo transportno gojisce. Prenos vzor-
ca naj bo opravljen v ¢im krajSem casu po
odvzemu, optimalno v dveh urah pri sobni
temperaturioz. najvec 24 ur prisobni tem-
peraturi pri daljSem transportu. Priporo-
¢a se odvzem vzorcev z obeh oces, tudi ¢e

Tabela 1. Ocesne okuzbe in najpomembnejsi povzrocitelji (3, 8-13).

Vnetje

Pomembni infektivni povzroditelji

Kanalikulitis
Dakriocistitis

Skupina 1 -
primarno
nesterilno Blefaritis
mesto
Konjunktivitis
Keratitis
Uveitis, retinitis
Skupina 2 -
sterilno
mesto

Endoftalmitis,
Panoftalmitis

Preseptalni
in orbitalni celulitis

Actinomyces spp., Candida spp.,
Aspergillus spp., HSV, VZV,
Staphylococcus aureus, betahemoliticni
streptokoki, Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Pseudomonas
aeruginosa

S. aureus, HSV, VZV, HPV, virus
Molluscum contagiosum, Demodex spp.

S. aureus, S. pneumoniae,

S. pyogenes, H. influenzae, Moraxella spp.,
Chlamydia trachomatis, Neiserria
gonorrhoeae, enterobakterije, adenovirusi,
HSV, VZVv

S. aureus, KNS, S. pneumoniae, P. aeruginosa,
N. gonorrhoeae, Haemophilus spp.,
HSV, VZV, Acanthamoeba spp.

HSV, VzV, CMV,

Treponema pallidum, Borrelia burgdorferi,
Mycobacterium tuberculosis,
Toxoplasma gondii, Toxocara canis,
Candida spp.

KNS, S. aureus, betahemoliti¢ni streptokoki,
S. pneumoniae, S. mitis, S. salivarius, po
Gramu negativne bakterije (P. aeruginosa,
H. influenzae), Cutibacterium acnes,
Corynebacterium spp., glive (Candida
spp., Aspergillus spp., Fusarium spp.)

S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes,
S. pneumoniae, H. influenzae, anaerobi,
HSV, VZV, Mucor spp.

Legenda: HSV: herpes simplex virus, VZV: varicella-zoster virus, CMV: citomegalovirus, HPV: humani papiloma

virus, KNS: koagulazno negativni stafilokoki
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je prizadeto le eno. Za vsako oko uporabi-
mo poseben bris.

Pri sumu na atipi¢ne bakterijske pov-
zrocitelje (npr. klamidija) je svetovan od-
vzem brisa pred aplikacijo lokalnega anes-
tetika, da prepre¢imo njegov inhibitorni
vpliv na dokazovanje povzrociteljev. Ker so
klamidije znotrajceli¢ne bakterije, je pot-
rebno z brisom zajeti ¢im vec okuZzenih ce-
lic, torej odlo¢no obrisati odvzemno mesto.
Bris (dakronska/krtacna $cetka) vstavimo
V ustrezno transportno gojisce za klami-
dije, ga odrezemo in epruveto tesno zapre-
mo. Transport naj traja optimalno do 2 uri
na sobni temp. oz. najvec 24 ur pri 4 °C na
vedjih razdaljah (5). Ce je potreben odvzem
tako za preiskave na patogene bakterije
kot tudi na klamidije, odvzamemo najprej
bris na patogene bakterije in zatem bris na
C. trachomatis.

Tudi pri sumu na virusne povzrocite-
lje svetujemo odvzem brisa pred aplikacijo
lokalnega anestetika. Nato bris potopimo v
plasti¢no epruveto z 2-3 ml transportnega
gojisca za viruse.

Prenos naj traja do 2 uri pri sobni tem-
peraturi oz. najvec 24 ur pri 4 °C (4, 6). Po-
membno je vedeti, da brisov, ki so poslani v
transportnem gojiscu za viruse, ne moremo
uporabiti za preiskavo na patogene bakteri-
je, saj ta gojisca vsebujejo antibiotike.

ODVZEM KUZNIN IZ SKUPINE 2:
PRIMARNO STERILNO
ODVZEMNO MESTO

Postrzek rozenice damo v transportno go-
jiscealibakterioloskain/ali mikoloska go-
jisca. Vzorce steklovine in prekatne vodke
prenesemo v mikrobioloski laboratorij di-
rektno v brizgiali v tekocem gojiscu. Vzor-
ce tkiva, biopsijske vzorce, kontaktne lece
in tujke vstavimo v sterilno posodico in
ustrezno navlazimo s sterilno fiziolo§ko
raztopino. Na bakterioloska in/ali miko-
loska gojisca, ki jih zagotovi mikrobiolo-
$ki laboratorij, se vzorce zaseje, Ce je zdra-

52

vstveno osebje ustrezno usposobljenoin je
to tehni¢no izvedljivo.

Pred uporabo je treba preveriti rok traja-
nja goji¢. Ce uporabimo transportno gojisce
za preiskavo na bakterije in/ali glive, vzorce
prenasamo pri sobni temperaturi v ¢im kraj-
Sem casu po odvzemu, optimalno v dveh
urah, oz. najvec 24 ur pri daljSem transpor-
tu. Za vzorce v sterilni fizioloski raztopini ali
vzorce, zasejane neposredno na bakteriolo-
Ska in mikoloska gojisca, je priporocen cas
transporta do 2 uri pri sobni temperaturi.

Ce je kultivacija neuspesna ali e je
bolnik pred odvzemom kuznin Ze pre-
jel antibioti¢no terapijo, se lahko za dia-
gnostiko bakterijskih okuzb uporabi tudi
Sirokospektralni PCR (angl. broad-range 16S
rDNA PCR). Metoda, poimenovana tudi ev-
bakterijski PCR, temelji na pomnoZevanju
gena za 16S rRNK, ki predstavlja ohranjeno
regijo, sledi dolo¢anje nukleotidnega zapo-
redja pomnoZzenega odseka in njegova pri-
merjava z bazo podatkov v genski banki (14,
15). Ker je preiskava izredno obcutljiva za
kontaminacije (normalna mikrobiota ali
okoljske bakterije, ki lahko prekrijejo signal
patogene bakterije v vzorcu), je primerna le
za primarno sterilne kuZnine (Skupina 2).

Pri sumu na virusne povzrocitelje se
vzorec hrani pri 4 °C, prenos pa opravi v naj-
vec 24 urah.

Pri sumu na akantamebni keratitis je
zaradi priprave specialnega gojisca PAGE z
nacepljeno E. coli za kultivacijo akantameb
nujno treba vnaprej obvestiti Laborato-
rij za parazitologijo na Institutu za mikro-
biologijo in imunologijo (IMI), in sicer en
dan pred posiljanjem vzorca. Gojisce PAGE
pripravijo na IMI in ga posljejo na kliniko.
Odvzet postrzek rozenice zasejemo nepos-
redno v pripravljeno gojisce, ki ga je treba v
¢im krajSem casu poslati nazaj v mikrobio-
loski laboratorij.

Ustrezen prenos in shranjevanje kuznin
za molekularne preiskave je pri temperatu-
ri 4 °C. Ker pa je koli¢ina vzorca pri oesnih
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Tabela 2. Priporocila za odvzem vzorcev v oftalmologiji.

Mikroorganizmi Preiskava Nacin odvzema Shranjevanje Opombe
in transport
Bris v Amies/
Stuartovem N < 24 hira ST
transportnem gojisCu
za bakterije in/ali glive o 2allime gl
Tekoce gojisce (npr. preparat po Gramu,
Tarozzi) za bakterije; posliemo dodaten bris
goj\'éée Sabourqud <24hnaST br?vzutran.gportn‘ega
za glive (material gojisca ali naredimo
kultura inokuliramo direktno v razmaz na sterilnem
Bakterije gojisce) objektnem stekelcu.
Glive Vzorec prekatne )
vodke prenasamo Ce je kultivacija
nerazredceno v brizgi. neuspesna, lahko
\Vizorec nerazredcene <2hnaST dodatno opravimo
ali razredéene molekularni
steklovine prenasamo dokaz bakterijskin
v brizgi. povzrociteljev.
Epruveta s sterilno 5.2 hna ST,
PCR fiziolosko raztopino sicer < 24.h
pri 4 °C
Chlamydia PCR,
trachomatis: izolacija
Neisseria Dakronska/krtacna <2hnaSsT, *Preiskava se izvaja
gonorrhoeae: PCR* Scetka — transportno sicer <24 h v kombinaciji s C.
Mycoplasma gojisce za klamidije pri 4 °C trachomatis
hominis in PCR,
Ureaplasma spp.: izolacija
Bris v transportnem
gojiscu za viruse
Vzorec prekatne
Virusi (HSV, VZV. quke prenaéamo v < 2 hnaST,
CMV, EBV ..) PCR brizgi nerazredceno. sicer < 024 h
Vzorec nerazredcene pri4°C
ali razredcene
steklovine prenasamo
v brizgi.
Toxoplasma PCR Vzorec prekatne <2hnaST
gondii: vodke prenasamo v sicer < 24 h
Toxocara canis: PCR brizgi nerazred¢eno. pri 4 °C
<15minnaST, | . .
kultura Gojis¢e PAGE z E. coli sicer<4h Cese gojisce nacepiv
Acanthamoeba pri 37 °C laboratoriju iz vzorca v
spp. <2hnaST fizioloski razt_opwm\, se
PCR Epruveta s sterilno Siear < 24 h ne fme shram!evat\ pri
fiziolosko raztopino ori 4 °C 4 °C, temvec na ST

Legenda: ST — sobna temperatura

okuzbah izredno majhna, je vzorec navadno
poslan v eni transportni embalazi, iz kate-
re glede na narocene preiskave v mikrobio-
loskem laboratoriju del vzorca namenimo
za klasi¢no kultivacijo, del pa za molekular-

no diagnostiko. Vtem primeru upostevamo
pogoje prenosa in shranjevanja za klasicno
kultivacijo, torej do 2 uri pri sobni tempera-
turi, dlje pa pri 4 °C, da pove¢amo moznosti
preZivetja bakterij.
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BRIS RAZJEDE SOLZNE VRECKE/
SOLZNEGA KANALCKA, BRIS
ROBA VEKE

Za odvzem brisa razjede solzne vrecke/ka-
nalikula ali roba veke se v klini¢ni praksi
odloc¢imo, kadar gre za izrazito kroni¢no
vnetje ali okuzbo, ki se ne odziva na em-
piricno uvedeno lokalno ali sistemsko
terapijo.

Bris roba veke odvzamemo tako, da z
bombazno konico palifice podrgnemo po
robu veke. Pred brisom lahko iztisnemo iz-
locke Meibomovih Zlez in obriSemo tudi te.
Pozorni moramo biti, da se pri tem ne do-
tikamo koZe v okolici ali veznice. Svetuje-
mo, da se pri odvzemu brisa palicico pri-
me s sterilno rokavico na sterilnem delu
drzala blizu bombazne konice, saj sicer ne
moremo natanéno obrisati le roba veke ali
solznega kanalcka.

BRIS VEZNICE

Pri akutnem konjunktivitisu se za bris
veznice ne odlo¢amo rutinsko. Izjeme so
sum na gonokokni konjunktivitis, po ope-
racijah ali odprti poskodbi oCesa.

Bris veznice sicer odvzamemo pri kro-
ni¢nih konjunktivitisih, ki se ne odziva-
jo na empiricno zdravljenje. Povzrocite-
lji so lahko: bakterije (npr. Staphylococcus
aureus, S. pneumoniae, Haemophilus influen-
zae, klamidije), glive ali virusi (npr. adeno-
virusi, herpes virusi) (1). Glede na to, na ka-
terega povzroCitelja sumimo, se odlo¢imo
za ustrezno transportno gojisce za bakte-
rije/glive, viruse ali klamidije (Tabela 2).
Bris odvzamemo iz spodnjega forniksa pri
sumu na okuzbo z bakterijami, glivami in
virusi ter z zgornje veznice evertirane veke
pri sumu na klamidijo (trahom). Ker so kla-
midije znotrajceli¢ne bakterije, je treba od-
lo¢no obrisati odvzemno mesto. Z eno roko
odmaknemo spodnjo veko, da razkrijemo
spodnji forniks, nato z brisom podrgnemo
po forniksu in tarzalni veznici, ne da bi se
pri tem dotaknili koze vek.
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POSTRZEK ROZENICE

Za postrzek rozenice se odlo¢imo, kadar
je infiltrat roZenice centralno lezec, ve-
lik, globok, atipicen, kronicen in kadar ne
dobimo Zelenega odgovora na empiric-
no uvedeno antibioti¢no terapijo (9, 10). Se
posebno pozorni moramo biti pri nosilcih
kontaktnih le¢ in pri bolnikih, ki so ime-
li oCesne operacije (10). MoZen je zelo Sirok
spekter povzrociteljev: npr. herpes viru-
si, bakterije, glive, paraziti (Acanthamoe-
ba spp.). Povzrocitelje iS¢emo glede na kli-
ni¢noslikoin dejavnike tveganja. Postrzek
rozenice odvzamemo pred empiricno uve-
denimi protimikrobnimi zdravili; ce
zdravljenje Ze poteka, pa po24-48-urni te-
rapevtski pavzi, Ce s tem ne tvegamo pre-
hudega poslabsanja.

V oko pacienta damo kapljico anesteti-
ka. Asistenta prosimo, da razpre veke in jih
drzirazprte. S sterilnimi rokavicami prime-
mo sterilno spatulo in previdno postrgamo
razjedo rozenice tako, da pridobimo mate-
rial z dna in roba razjede (Slika 1). Ce je pri-
soten izcedek, ga pred odvzemom vzorca
odstranimo. Postrzek lahko nato razmaze-
mo na stekelca za direktni razmaz, kar nam
omogoca hitro opredelitev bakterijskih
povzrociteljev glede na barvanje po Gra-
mu, Ce so ti prisotni v kuznini. Postrzek si-
cer inokuliramo v transportno gojisce (red-
keje neposredno na trdno bakteriolosko ali
mikolosko) za izolacijo in kultivacijo bak-
terijskih povzroditeljev ali gliv, redkeje za
dokazovanje patogenov z molekularnimi
metodami.

VZORCENJE PREKATNE VODKE

Vzorcenje prekatne vodke najpogosteje iz-
vajamo v sklopu diagnostike uveitisa ob
sumu na infekcijskega povzrocitelja. Upo-
rabljamo lahko molekularne ali serolo-
Ske metode. Najpogostejsi povzrocitelji,
ki jih poskusamo identificirati z moleku-
larnimi in/ali serolo§kimi metodami, so
herpes virusi in toksoplazma. Intraope-
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rativno prekatno vodko odvzamemo tudi
pri diagnostiki endoftalmitisov, kjer isce-
mo povzrocitelja s kulturo, Ce rastini, pa z
molekularno metodo. Vzorcenje prekatne
vodke je invaziven kirurski poseg, izvaja-
mo ga s standardiziranim postopkom, ki
ga je opisal van der Lelij (16). Poseg izvede-
mo v isti sobi. Bolniku vstavimo blefaros-
tat, apliciramo topi¢ni anestetik, povrsino
steriliziramo s povidon-jodom, ki ga nato
izperemoss fizioloSko raztopino. Oko's pin-
ceto, s katero drzimo podrocje ob limbusu,
trdno fiksiramo. S 27 gauge iglo na naspro-
tnistrani ocesa vstopimo v sprednji prekat
in aspiriramo do 200 gl vzorca (Slika 2). Po
odvzemu v oko kapnemo midriatik in tes-
no obvezemo za 2 uri. Prekatno vodko pre-
nasamo v brizgi nerazredceno takoj po od-
vzemu.

VZOREC STEKLOVINE

Za odvzem vzorca steklovine se najpogo-
steje odlocamo v sklopu diagnostike en-
doftalmitisov (17). Vzorec steklovine je
pomemben za loCevanje med infekcijsko,
vnetno ali neoplasti¢no etiologijo znotra-
joCesne spremembe. Gre za invaziven ope-
rativni poseg, ki ga opravimo v operacij-
ski dvorani. Pred posegom steriliziramo
ocesno povrsino. Vzorce steklovine odvza-
memo s posebnim instrumentom, ime-
novanim vitrektom, ki isto¢asno reze in
aspirira steklovino (Slika 3). Na preiska-
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Slika 2: Odvzem vzorca prekatne vodke

S 27 gauge iglo iz sprednjega prekata aspirira-

mo do 200 pl vzorca.

Slika 3: Odvzem vzorca steklovine
Z vitrektomom odvzamemo 0,5-0,6 ml nera-
zredcene steklovine in razredceno steklovino.
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Nadzorne kuznine za presejanje na ve¢kratno
odporne bakterije

Surveilance screening for multidrug-resistant bacteria

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: ve¢kratno odporne bakterije, presejanje, nadzorne kuznine

Prevalenca vec¢kratno odpornih bakterij (VOB) v Sloveniji je v primerjavi s sosednjimi in
ostalimi srednjeevropskimi drzavami relativno nizka. Tako kot v drugih drzavah z nizko
prevalenco VOB je bilo tudi v Sloveniji vpeljano presejanje na nosilstvo VOB z jemanjem
nadzornih kuznin v bolnisnicah in drugih ustanovah, ki se ukvarjajo z zdravstveno dejav-
nostjo. Enotna navodila za presejanje na nosilstvo VOB je pripravila Nacionalna komisija
za preprecevanje in obvladovanje bolnisni¢nih okuzb (NAKOBO). Zdravstvene ustanove
opravljajo razlicne dejavnosti in obravnavajo razlicne skupine pacientov, zato je treba
priporocila prilagoditi individualni ustanovi oziroma jih uskladiti z lokalnimi razmerami.
Aktivno is¢emo nosilce klini¢no in epidemiolosko najpomembnejsih VOB, med katerimi
so proti meticilinu odporni Staphylococcus aureus (MRSA), proti vankomicinu odporni
enterokoki (VRE), enterobakterije, ki izlocajo betalaktamaze razsirjenega spektra (angl.
extended spectrum betalactamase — ESBL), ter proti karbapenemom odporni po Gramu
negativni bacili (GNB CR) in po Gramu negativni bacili, ki izlo¢ajo karbapenemaze (GNB
CP) (1). Z GNB CR/CP se sre¢ujemo pri enterobakterijah (enterobakterije, odporne proti
karbapenemom — CRE; enterobakterije, ki izlocajo karbapenemaze — CRE-CPE ali CPE)
in pri nefermentativnin GNB (Pseudomonas aeruginosa, odporen proti karbapenemom
in drugim betalaktamskim antibiotikom — CRPs; P. aeruginosa, ki izlo¢a karbapenemaze
— CRPs-CP; Acinetobacter baumannii, odporen proti karbapenemom — CRAb; A. bau-
mannii, ki izlo¢a karbapenemaze — CRAb-CP).

ABSTRACT

KEY WORDS: multidrug-resistant bacteria, screening, surveillance swabs

The prevalence of multidrug-resistant bacteria (MDR) in Slovenia is relatively low com-
pared to neighboring and other Central European countries. As in other countries with
a low MDR prevalence, screening for MDR carriers was also introduced in Slovenia by
taking surveillance swabs in hospitals and other institutions engaged in health care. The
National Commission for the Prevention and Control of Hospital Infections (NAKOBO)
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prepared uniform instructions for screening for MDR. Healthcare institutions perform
different activities and treat different groups of patients, so the recommendations must
be adapted to the individual institution or harmonized with local conditions.

We are actively looking for carriers of the clinically and epidemiologically most im-
portant MDR, including methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), van-
comycin-resistant enterococci (VRE), enterobacteria that secrete extended spectrum
beta-lactamase (ESBL), and carbapenem-resistant Gram-negative bacilli (GNB CR) and
Gram-negative carbapenemase-secreting bacilli (GNB CP) (1). GNB CR/CP is found in
enterobacteria (enterobacteria resistant to carbapenems - CRE; enterobacteria that
secrete carbapenemases - CRE-CPE or CPE) and in non-fermentative GNB (Pseudo-
monas aeruginosa, resistant to carbapenems and other beta-lactam antibiotics - CRPs;
P. aeruginosa secreting carbapenemases - CRPs-CP; carbapenem-resistant Acineto-
bacter baumannii - CRAb; carbapenemase-secreting A. baumannii - CRAb-CP) (3, 4).

UvoD

Odpornost bakterij proti antibiotikom se
pojavlja Ze od nekdaj. Vendar je mnozic-
na proizvodnja in uporaba antibiotikov
od stiridesetih let 20. stoletja pripeljala do
edinstvenega selekcijskega pritiska. Sve-
tovnazdravstvena organizacija je ugotovi-
la, da odpornost proti antibiotikom pred-
stavlja potencialno groznjo normalnemu
delovanju zdravstvenega sistema, in poz-
vala zdravstvene ustanove, naj vlozijo ve-
liko truda v njeno omejevanje.

Jemanje nadzornih kuznin (presejanje)
za ugotavljanje nosilstva veckratno odpor-
nih bakterij (VOB) je eden od ukrepov, na-
menjenih omejevanju Sirjenja okuzb z VOB
vzdravstvenih ustanovah. Ukrep presejanja
na prisotnost VOB se izvaja tako pri nas kot
v vecini drugih drzav selektivno samo pri
dolocenih skupinah bolnikov, kar v vsak-
danji praksi vcasih povzroci tezave, saj ima-
jo bolniki oziroma njihovi najblizji obcu-
tek, da gre za diskriminacijo v primerjavi z
drugimi bolniki, zato se s preiskavami ne
strinjajo. Vecina javnozdravstvenih eti¢nih
priporodil si je enotna, da so koristi ucin-
kovitosti, pravi¢nosti in proporcionalnosti
klju¢ne pri ocenjevanju navodil ter izvaja-
nju specifi¢nih in konkretnih ukrepov, tudi
na podroc¢ju obvladovanja nalezljivih bo-
lezni.
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Vslovenski zakonodaji najdemo vec do-
kumentov, ki zadevajo podrocje VOB z vi-
dika pravic in dolZnosti pacientov ter izva-
jalcev zdravstvene dejavnosti. Ze v Ustavi
republike Slovenije je v 15. ¢lenu zapisano,
da so clovekove pravice in temeljne svo-
boscine omejene samo s pravicami drugih
in v primerih, ki jih doloca ustava (4). Prav-
ne podlage za odvzem nadzornih kuznin na
prisotnost VOB pa so opredeljene v Zako-
nu o nalezljivih boleznih (4., 43.in 44. ¢len)
(5), Zakonu o pacientovih pravicah (4. in 11.
¢len) (6) ter v Strokovnih podlagah za pri-
pravo programa za obvladovanje in prepre-
Cevanje bolnisni¢nih okuzb iz leta 2010 (7).

V prispevku so opisani postopki odvze-
ma nadzornih kuznin za razli¢ne VOB.

JEMANJE NADZORNIH

KUZNIN V SLOVENIJI

Prevalenca VOB v Sloveniji je v primerjavi
s sosednjimi in preostalimi srednjeevrop-
skimi drzavami razmeroma nizka, ven-
dar se v zadnjih letih povecuje predvsem
prevalenca veckratno odpornih po Gramu
negativnih bacilov (GNB). Tako kot v dru-
gih drzavah z nizko prevalenco VOB je bilo
tudi v Sloveniji vpeljano presejanje na no-
silstvo VOB z jemanjem nadzornih kuznin
v bolni$nicah in drugih ustanovah, ki se
ukvarjajo z zdravstveno dejavnostjo. Zdra-
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vstvene ustanove se pri pripravi navodil za
presejanje na nosilstvo VOB drzijo pripo-
rocil, ki jih je pripravila Nacionalna komi-
sija za preprecevanje in obvladovanje bol-
nisni¢nih okuzb (NAKOBO), a jih ustrezno
prilagodijo. Pri tem je pomembno, da upo-
Stevajo lokalne razmere (pojavnost VOB
na oddelku, v ustanovi, regiji), nacional-
no situacijo na podrocdju pojavnosti VOB
in v primeru zdravljenja pacientov iz tuji-
ne oziroma pri bolnikih, ki so bili v stiku z
zdravstvenim sistemom v tujini, tudi situ-
acijovdrugih drzavah.

Aktivno iS¢emo nosilce klini¢no in epi-
demiolosko najpomembnejsih VOB, med
katerimi so proti meticilinu odporni Sta-
phylococcus aureus (MRSA), proti vankomici-
nu odporni enterokoki (VRE), enterobakte-
rije, ki izlo¢ajo betalaktamaze razsirjenega
spektra (angl. extended spectrum betalacta-
mase — ESBL), ter proti karbapenemom od-
porni po Gramu negativni bacili (GNB CR)
in po Gramu negativni bacili, ki izloca-
jo karbapenemaze (GNB CP) (1). Z GNB CR/
CP se srecujemo pri enterobakterijah (ente-
robakterije, odporne proti karbapenemom
- CRE; enterobakterije, ki izlocajo karba-
penemaze — CRE-CPE ali CPE) in pri nefer-
mentativnih GNB (Pseudomonas aeruginosa,
odporen proti karbapenemom in drugim
betalaktamskim antibiotikom - CRPs; P.
aeruginosa, ki izlo¢a karbapenemaze — CRPs
-CP; Acinetobacter baumannii, odporen proti
karbapenemom - CRADb; A. baumannii, ki iz-
loc¢a karbapenemaze - CRAb-CP) (3, 4).

Ceprav je prave razse#nosti te¥av z VOB
tezko oceniti, nam ocena tveganja poma-
ga opredeliti, katere VOB lahko pri bolnikih
pric¢akujemo (pojavnost v populaciji) in ka-
tere jih ogrozajo (zdravljenje venotah za in-
tenzivno terapijo, opekline, operacije, reha-
bilitacija, kroni¢ne bolezni).

Vse zdravstvene ustanove morajo imeti v
skladu z veljavno slovensko zakonodajo izde-
lana navodila za obvladovanje VOB, ki jih mo-
rajo upostevati in izvajati vsi zaposleni (7).

Pri pripravi navodil za odvzem nad-
zornih kuznin na VOB se moramo vedno
vprasati: a) katere VOB i§¢emo; b) komu jih
bomo odvzeli; c) s katerega anatomskega
mesta jih bomo odvzeli; d) kako jih bomo
odvzeli; e) kdaj jih bomo odvzeli (Tabela 1).

Presejalno testiranje za iskanje no-
silstva se obicajno izvede v naslednjih si-
tuacijah: a) bolniki, premesceni z druge-
ga oddelka oziroma iz druge bolni$nice; b)
bolniki ob sprejemu v enoto za intenziv-
no zdravljenje; ) bolniki, ki so bili v stiku
z zdravstvenim sistemom v tujini; d) oskr-
bovanci domov za ostarele oziroma drugih
ustanov za podaljSano nego; e) bolniki, ki
so bili Ze v preteklosti kolonizirani ali oku-
Zeni z VOB; f) bolniki s kroni¢nimi ranami;
g) bolniki, ki so bili hospitalizirani skupaj z
nosilcem VOB (7).

1. Staphylococcus aureus,
odporen proti meticilinu —
MRSA
S. aureus poseljuje kozo in sluznice; do tre-
tjina odraslih nosilcev je lahko prehodno
nosilec S. aureus v nosu. Odpornost pro-
ti meticilinu je posledica prisotnosti mo-
bilnih genetskih elementov gena mecA ali
mecC, ki kodira modificirane penicilin ve-
zZoCe proteine (angl. penicillin-binding prote-
in, PBP) (8). MRSA lahko kolonizira Stevil-
ne dele telesa: nos, zrelo, pazduho, dimlje,
presredek, zato eno odvzemno mesto ne
zados¢a. Ker je obcutljivost nadzornih
odvzemnih mest razli¢na, izberemo kom-
binacijo kuznin, ki nam omogoca odkritje
>90 % z MRSA koloniziranih pacientov (9).
NajprimernejSe nadzorne kuZnine so:
bris nosnic, bris koznih gub, ¢e koZa ni pos-
kodovana, bris rane ali bris spremembe na
kozi, bris zrela (aspirat traheje pri bolnikih
na umetnem predihavanju) in bris rektu-
ma (Tabela 1). Najpogosteje socasno odvza-
memo brise nosnic, koznih gub in zZrela (9).
Nadzorne kuznine kultiviramo na kro-
mogenih gojis¢ih za kultivacijo MRSA v
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kombinaciji z obogatitvenim teko¢im go-
jis¢em (poveca obcutljivost metode), ki ga
po 24 urah nacepimo na kromogeno gojisce.
Porasle kolonije, sumljive za MRSA, identi-
ficiramo z metodo masne spektrometrije
MALDI-TOF in jim dolo¢imo obcutljivost za
antibiotike (8, 10, 11). Brise lahko v mikrobi-
oloskem laboratoriju kultiviramo posamic-
no, lahko pa zdruzimo do najvec tri vzorce,
odvzete z brisi (pri posameznem bolniku ne
zdruzujemo vzorcev iz spodnjih dihal, blata
ali urina) (12). Postopek kultivacije traja dva
dni do negativnega rezultata in se ustrezno
podalj$a v primeru osamitve S. aureus, saj je
treba za dokon¢no potrditev MRSA doloditi
tudi obcutljivost za antibiotike (8,12).

MozZen je tudi dokaz kolonizacije z upo-
rabo molekularnih metod neposredno iz
nadzornih kuznin (8,12).

2. Proti vankomicinu odporni
enterokoki — VRE

Naravno mesto kolonizacije cloveskega
telesa z enterokoki je Crevesje. Epidemio-
losko najpomembnejsa vrsta s pridoblje-
no odpornostjo proti glikopeptidom je En-
terococcus faecium, veliko redkeje najdemo
E. faecalis VRE. Pridobljena odpornost pro-
ti glikopeptidom pri enterokokih je nava-
dno posledica pridobljenih genov vanA in
vanB, kar vodi v spremembo tarce z zmanj-
$ano afiniteto za glikopeptide (8).

Najprimernejse nadzorne kuZnine za
ugotavljanje nosilstva VRE sta bris rektuma
in blato (Tabela 1).

Nadzorne kuznine kultiviramo na kro-
mogenih gojis¢ih za kultivacijo VRE. Po-
rasle kolonije, sumljive za enterokoke,
identificiramo z metodo masne spektro-
metrije MALDI-TOF in jim dolo¢imo ob-
Cutljivost za antibiotike (8, 10, 11). Postopek
kultivacije traja dva dni do negativnega re-
zultata in se ustrezno podaljsa v primeru
osamitve E. faecium in E. faecalis, saj je tre-
ba za dokonéno potrditev VRE dolociti tudi
obcutljivost za antibiotike.
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Molekularne metode, s katerimi do-
kazujemo gena vanA in vanB neposredno
iz nadzornih kuznin, zaradi moznih lazno
pozitivnih rezultatov za odkrivanje nosil-
stva VRE niso optimalne, saj imajo Stevil-
ne v Crevesju normalno prisotne anaerobne
bakterijske vrste gene vanB, zato se izvajajo
samo izjemoma (8,12).

3. Enterobakterije,

ki izlo¢ajo encime ESBL

Naravno mesto kolonizacije cloveskega
telesa z enterobakterijami je crevesje. Naj-
pogosteje najdemo ESBL pri vrstah Esche-
richia coli in Klebsiella pneumoniae. Geni za
betalaktamaze ESBL so zapisani na mobil-
nih genetskih elementih in spadajo v raz-
li¢ne druzine betalaktamaz, navadno CTX
-M, TEM in SHV (8).

Najprimernejs$i nadzorni kuZnini za
ugotavljanje nosilstva sta bris rektuma in
blato (Tabela 1). Dodatno se lahko i3¢e kolo-
nizacijo z enterobakterijami, ki izlocajo en-
cime ESBL, iz brisa rane, e je prisotna, uri-
na, Ce je vstavljen urinski kateter, ter drugih
kuZznin, e je bila v preteklosti iz njih izoli-
rana ESBL-pozitivna bakterija.

Nadzorne kuznine kultiviramo na kro-
rasle kolonije, sumljive za enterobakteri-
je, kiizlocajo encime ESBL, identificiramo z
metodo masne spektrometrije MALDI-TOF
in jim dolo¢imo obcutljivost za antibiotike
(8, 10, 11). Postopek kultivacije traja en dan
do negativnega rezultata in se ustrezno po-
daljsa v primeru osamitve enterobakterij,
ki izlo¢ajo encime ESBL, saj je treba za do-
konéno potrditev ESBL doloditi tudi ob-
Cutljivost za antibiotike.

Molekularno dokazovanje prisotno-
sti genov za betalaktamaze ESBL nepos-
redno iz nadzorne kuZnine ni smiselno,
saj poznamo Stevilne encime, le del pa jih
je mogoce dokazati neposredno iz kuZnine
(druzina CTX-M), zato se v praksi ne izvaja
(8,12).
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4. Proti karbapenemom
odporni po Gramu negativni
bacili — GNB CR/CP

Odpornost proti karbapenemom je lahko
posledica kombinacije izlo¢anja betalak-
tamaz razsirjenega spektra (ESBL) ali ce-
falosporinaz (ampC) v kombinaciji z izgu-
bo porinov in prisotnostjo izlivnih ¢rpalk
(CR), lahko pa je posledica izlo¢anja karba-
penemaz (CP). Geni za karbapenemaze so
zapisani na mobilnih genetskih elemen-
tih in spadajo v razli¢ne druzine betalak-
tamaz, navadno KPC, VIM, NDM in OXA-
48. Pri A. baumannii obifajno najdemo
druge karbapenemaze, predvsem iz druzi-
ne OXA-23in OXA-40 (8).

4.1. Enterobakterije

Naravno mesto kolonizacije cloveskega te-
lesa z enterobakterijami je Crevesje. Naj-
pogosteje najdemo CR/CP-enterobakteri-
je pri vrstah E. coli in K. pneumoniae, manj
pogosto prirodu Enterobacter in Citrobacter.

Najprimernejsi nadzorni kuZnini za
ugotavljanje nosilstva sta bris rektuma in
blato. Dodatno se lahko iS¢e kolonizacijo z
CR/CP-enterobakterijami iz brisa rane, ce
je prisotna, urina, ¢e je vstavljen urinski ka-
teter, pri bolnikih na mehanski ventilaciji
tudi iz aspirata traheje ter iz drugih kuznin,
Ce je bila v preteklosti iz njih izolirana CR/
CP-enterobakterija (Tabela 1).

Nadzorne kuznine kultiviramo na kro-
mogenih gojiscih za kultivacijo GNB CR/CP
v kombinaciji z obogatitvenim teko¢im go-
jis¢em (poveca obcutljivost metode), ki ga
po 24 urah nacepimo na kromogeno gojisce.
Porasle kolonije, sumljive za CR/CP-ente-
robakterije, identificiramo z metodo masne
spektrometrije MALDI-TOFE, jim doloc¢imo
obcutljivost za antibiotike ter s fenotipski-
mi in molekularnimi postopki preverimo
prisotnost karbapenemaz (8, 10, 11, 13). Po-
stopek kultivacije traja dva dni do negativ-
nega rezultata in se ustrezno podaljsa v pri-
meru osamitve CR/CP-enterobakterij, saj je

treba za dokonéno potrditev CR/CP doloditi
tudi obcutljivost za antibiotike.

Molekularno dokazovanje prisotno-
sti genov za karbapenemaze neposredno iz
kuznine se obicajno izvaja z uporabo mole-
kularnih panelov, ki vkljucujejo epidemi-
olosko najpomembnejSe karbapenemaze
iz druzin KPC, VIM, IMP, NDM in OXA-48.
Smiselno je le v kombinaciji s kultivacijo,
saj so geni zapisani na mobilnih genetskih
elementih in se lahko pojavijo pri razlic-
nih bakterijskih vrstah, zato se postopek v
praksi redko izvaja, navadno po dogovoru z
bolnigniéno KOBO. Ce se odlogimo za tovr-
stno testiranje, sta potrebna dva brisa rek-
tuma - eden za molekularni test, drugi za
kultivacijo (8,12).

4.2. P. aeruginosa

P. aeruginosa je oportunisti¢ni patogen, ki
redko kolonizira sicer zdrave ljudi; do 7 %
ljudi ga ima lahko v nosu, Zrelu ali na kozi,
pri najvec 24 % pa ga najdemo v rektumu.
Kolonizacije so bistveno pogostejSe pri
hospitaliziranih bolnikih. Pogosto ga naj-
demo v okoljskih nisah, predvsem v vla-
znem okolju (14).

Najprimernejsi nadzorni kuZnini za
ugotavljanje nosilstva sta bris rektuma in
blato. Dodatno se lahko i$ce kolonizaci-
jo s CRPs/CRPs-CP iz brisa rane, Ce je pri-
sotna, uring, Ce je vstavljen urinski kateter,
pri bolnikih na mehanski ventilaciji tudi iz
aspirata traheje ter drugih kuznin, e je bil
v preteklosti iz njih izoliran CRPs/CRPs-CP
(Tabela1).

Nadzorne kuznine kultiviramo na kro-
mogenih gojisc¢ih za kultivacijo GNB CR/CP
v kombinaciji z obogatitvenim teko¢im go-
jis¢em (poveca obcutljivost metode), ki ga
po 24 urah nacepimo na kromogeno gojisce.
Porasle kolonije, sumljive za CRPs/CRPs
-CP, identificiramo z metodo masne spek-
trometrije MALDI-TOF, jim dolo¢imo ob-
Cutljivost za antibiotike ter s fenotipskimi
in molekularnimi postopki preverimo pri-
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sotnost karbapenemaz (8, 10, 11, 13). Posto-
pek kultivacije traja dva dni do negativnega
rezultata in se ustrezno podaljSa v primeru
osamitve CRPs/CRPs-CP, saj je za dokonc-
no potrditev CR/CP treba doloditi tudi ob-
Cutljivost za antibiotike.

Molekularno dokazovanje prisotno-
sti genov za karbapenemaze neposredno iz
kuznine se obicajno izvaja z uporabo mo-
lekularnih panelov, ki vkljucujejo epide-
miolosko najpomembnejsSe karbapenema-
ze iz druzin KPC, VIM, IMP, NDM in OXA-48.
Smiselno je le v kombinaciji s kultivacijo,
saj so geni zapisani na mobilnih genetskih
elementih in se lahko pojavijo pri razli¢nih
bakterijskih vrstah, zato se v praksi redko
izvaja, navadno po dogovoru z bolnisnicno

KOBO. Ce se odlo¢imo za tovrstno testiranje,
sta potrebna dva brisa rektuma - eden za
molekularni test, drugi za kultivacijo (8,12).

4.3. A. baumannii
Acinetobaktri pogosto kolonizirajo sicer
zdrave ljudi. Pojavnost kolonizacij z A. ba-
umannii ni dokoncno razjasnjena, pogo-
stejsa pa je pri hospitaliziranih bolnikih.
Kolonizira predvsem koZo (kozne gube) in
zgornja dihala (Zrelo) (15, 16). Podobno kot
P. aeruginosa jih najdemo tudi v okoljskih
nisah, predvsem v vlaznem okolju (17).
Najprimernejsi nadzorni kuZnini za
ugotavljanje nosilstva sta bris rektuma
in blato. Ker A. baumannii lahko kolonizi-
ra kozo in Zrelo, je priporocljivo iskanje ko-

Tabela 1. Navodila za odvzem in prenos vzorcev (12).

Kuznina/ Nacin Embalaza/ Lokalni Daljsi
Vzorec Koli¢ina vzorca prenos prenos
Bris nosu, V nosnico vstavimo s sterilno Bris v Amies/ <2hST <24 hST

bris nosnic fiziolosko Stuartovem
raztopino navlazen bris do transportnem gojiscu
2 cm globoko in ga 3-5 x
zavrtimo.
Bris koze, Z brisom dobro odbrisemo Bris v Amies/ <2hST <24hST
bris koznih odvzemno mesto (pri Stuartovem
gub, bris odvzemu iz koznih gub najprej  transportnem gojiscu
perineja, bris odbrisemo obe pazduhi in
rane nato dimlje).
Bris rektuma  Bris previdno vstavimo 3 cm Bris v Amies/ <2hST <24 hST
globoko v danko in z neznim Stuartovem
vrtenjem obrisemo analne transportnem gojiscu
kripte; blato mora biti na brisu
vidno.
Bris zrela Jezik potisnemo z lopatko Bris v Amies/ <2hST <24 nhST
navzdol; z brisom obrisemo Stuartovem
zadnji farinks, tonzile in nebne  transportnem gojiscu
loke.
Aspirat Pri intubiranem bolniku Sterilna posodica <2hST <24 hnhST
traheje, BAL  aspiriramo vsebino iz spodnjih z navojem / > 1 ml
dihal.
Sputum Odvzem ob nadzoru sestre: Sterilna posodica <2hST <24 hST
bolnik si s krtacko umije zobe, z navojem / > 1ml
usta spere z vodo, ¢e ima
protezo, jo odstrani; globoko
se izkaslja v sterilno posodico.
Urin S prostim mokrenjem (sredniji Sterilna posodica <2hST <24 hST
curek) ali iz katetra. z navojem/ > 10 ml
Blato Po defekaciji blato z zlicko Posodica z zli¢ko / <2hST <24 hST

spravimo v Cisto posodico.

2-3ml

62



Mateja Pir$, Tatjana Mrvi¢, Lea Knez, Urska Kramar | Nadzorne kuznine za presejanje na veckratno odporne bakterije I

lonizacije s CRAb/CRAb-CP tudi iz brisa
koZe, predvsem pazduhe in dimelj ter Zrela
(18, 19). Dodatno se is¢e kolonizacijo iz bri-
sa rane, Ce je prisotna, urina, ce je vstavljen
urinski kateter, pri bolnikih na mehanski
ventilaciji tudi iz aspirata traheje ter dru-
gih kuznin, Ce je bil v preteklosti iz njih izo-
liran CRAb/CRAD-CP (Tabela 1).

Nadzorne kuznine kultiviramo na kro-

v kombinaciji z obogatitvenim tekoc¢im go-
jisCem (poveca obcutljivost metode), ki ga
Po 24 urah nacepimo na kromogeno gojisce.
Porasle kolonije, sumljive za CRAb/CRADb
-CP, identificiramo z metodo masne spek-
trometrije MALDI-TOF, jim dolo¢imo ob-
cutljivost za antibiotike ter s fenotipskimi
in molekularnimi postopki preverimo pri-
sotnost karbapenemaz (8, 10, 11, 13). Posto-
pek kultivacije traja dva dni do negativnega
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Vascular catheters, cardiac implantable electronic devices and other

synthetic materials: sample collection for microbiological examination

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: zilni kateter, vsadna sréna elektronska naprava, biofilm, sepsa, hemokultura

Zilni katetri in vsadne sréne elektronske naprave so dejavnik tveganja za nastanek sep-
se, septictnega Soka in metastatskih okuzb. Posebno ogrozeni so onkoloski bolniki, ki
imajo oslabljen imunski sistem in pogosto vstavljen kratkotrajen ali dolgotrajen osredniji
venski kateter. Okuzba povzroci odlog specificnega zdravljenja, kar poslabsa progno-
zo bolezni. Patogenetski mehanizem je nastanek biofilma na tuji povrsini in sproscanje
mikroorganizmov v krvni obtok. Pomembni so pravocasen in pravilen odvzem vzorcev
za mikrobioloSke preiskave, hitra diagnoza in zacetek zdravljenja. Pri sumu na okuzbo
tujka v sréno-zilnem sistemu se pred zacetkom protimikrobnega zdravljenja odvzame
kri za hemokulturo. Pri Zilnem katetru se odvzame kri za parno hemokulturo dvakrat za-
pored, pri subakutni okuzbi vsadne sréne elektronske naprave pa kri za hemokulturo iz
periferne vene trikrat zapored. Odvzem krvi se ponovi 48 ur po odstranitvi vsadne sréne
elektronske naprave, pri zilnem katetru pa v primeru, €e je iz krvi izoliran Staphylococ-
cus aureus ali Candida spp. Preostale kuznine so konica zilnega katetra ali elektrode,
pri implantiranem katetru pa izpirek notranjosti katetra. Katetrsko sepso potrdi izolacija
istega mikroorganizma iz konice katetra in najmanj ene hemokulture iz periferne vene.
Analiza rezultatov mikrobioloskih preiskav konic osrednjih venskih katetrov na Onkolo-
Skem institutu je pokazala, da je bilo v letu 2019 pozitivnih 13,5 % vseh konic, poslanih
na mikrobiolosko preiskavo, v letu 2020 pa 18,1 %. Dve tretjini teh bolnikov sta imeli po-
trieno ali verjetno katetrsko sepso. Pri 94 % je bil vzrok zanjo dolgotrajen osrednji venski
kateter. Vecina bolnikov v tej skupini je imela parenteralno prehrano na domu.

ABSTRACT

KEY WORDS: vascular catheter, cardiac implantable electronic device, biofilm, sepsis, blood
culture

Vascular catheters and cardiac implantable electronic devices are risk factors for sepsis,
septic shock and metastatic infections. They pose a serious threat to immunocom-
promised cancer patients, who often require the insertion of short-term or long-term

1 Onkoloski institut Ljubljana, Zaloska 2, 1000 Ljubljana. Korespondenca/correspondence: mkerin@onko-i.si.
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central venous catheters as part of their cancer treatment. Such infections postpone
previously planned treatment protocols and frequently worsen the prognosis of the ori-
ginal disease. The mechanism of pathogenesis starts with biofilm formation on synthe-
tic materials, leading to bacteriemia and bloodstream infections. Such cases require
prompt and appropriate methods of sampling for further microbiological examinations,
a fast diagnosis and treatment initiation.

The assessment of patients with a suspected foreign body infection of the vascular
system should include blood culture collection prior to antimicrobial treatment. In ca-
ses of intravascular catheters, blood cultures should be collected twice in a row for a
paired blood culture, while subacute infections of cardiac implantable electronic devi-
ces require three consecutive blood culture collections from a peripheral vein. Blood
culture collection should be repeated 48 hours after the removal of an infected cardiac
implantable electronic device or, if vascular catheters are involved, in cases where Sta-
phylococcus aureus or Candida spp. are isolated and identified. Other cultures include
the tip of the vascular catheter, the tip of the vascular electrode and the contents of
implanted intravascular catheters. A catheter-related sepsis is confirmed when the same
microorganism is isolated from the catheter tip and from at least one blood culture,
taken from the patient’s peripheral vein.

An analysis at the Institute of Oncology Ljubljana in 2019 and 2020 revealed that 13.5%
and 18.1% respectively, of all catheter tips sent to the laboratory for microbiological
examination were positive. Two thirds of these patients had a confirmed or probable
catheter-related sepsis. Its cause was a long-term central venous catheter in 94% of the
cases. Most of these patients had been receiving parenteral nutrition at home.

uvoD

Zilni katetri so venski in arterijski. Indi-
kacije zanje so razli¢ne. Osrednji venski
katetri (OVK) imajo konico v distalnem
delu zgornje votle vene (vena cava superior),
tik pred vstopom v desni atrij. Namenjeni
so aplikaciji vazoaktivnih zdravil, paren-
teralne prehrane, antibiotikov, citostati-
kov, krvnih derivatov, merjenju hemodi-
namskih parametrov in odvzemu krvnih
vzorcev. Kratkotrajni OVK so netunelira-
ni in ostanejo in situ do 14 dni. Imajo ene-
ga do pet lumnov. Uporabljajo se predvsem
pri kirurskih bolnikih in v enotah inten-
zivne terapije. Dolgotrajni OVK so tune-
lirani (Hickman, Broviac) ali popolnoma
implantirani (angl. venous access port, VAP).
Tuneliran OVK poteka od prehoda sko-
zi kozo do vstopa v Zilo skozi nekaj centi-
metrov dolg podkozni kanal. VAP se vstavi
z manjsim kirur§kim posegom. Podkozni
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rezervoar ima stik s kozo prek Huberje-
ve igle samo takrat, ko je kateter v upora-
bi. Med dolgotrajne OVK v SirSem smislu
priStevamo tudi periferno uvedene OVK
(angl. peripherally inserted central catheter,
PICC), ki so daljsi, uvedeni v eno od ven na
nadlahtiinsolahko tunelirani. Imajo ene-
ga do tri lumne. Dolgotrajni OVK ostane-
jo in situ ve¢ mesecev ali let. Namenjeni
so obcasni aplikaciji zdravil, zlasti za ke-
moterapijo in parenteralno prehrano na
domu.

Arterijski katetri so namenjeni za in-
vazivno merjenje krvnega tlaka in odvzem
vzorcev krvi za plinsko analizo. Najpogo-
steje se uporabi kratek kateter, dolZine 4,5
cm. Posebna oblika arterijskega katetra je
termodilucijski kateter (angl. pulse inducted
contour cardiac output, PICCO), namenjen za
merjenje minutnega volumna srca in dru-
gih hemodinamskih parametrov. Je daljsi
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(od 8 cm za a. axillaris do 50 cm za a. radialis)
in ima na konici temperaturni senzor.

Najpogostejsi zaplet Zilnih katetrov so
okuzbe, pogostejse pri OVK kot pri arterij-
skih katetrih. Okuzba OVKje lokalna ali sis-
temska, slednja poteka kot katetrska sepsa.
Incidenca je vecja pri kratkotrajnih OVK
in bolj ogrozenih skupinah bolnikov. To so
bolniki z rakom, zlasti v obdobju nevtro-
penije, po transplantaciji kostnega mozga,
bolniki z opeklinami ali okuzbo s HIV. Inci-
denca katetrske sepse pri bolnikih z rakom
je 0,5-10 na 1000 katetrskih dni (1). Neodvi-
sni dejavniki tveganja so akutna mieloi¢na
levkemija, levkopenija = 1000/yl, ve¢ kot en
OVK pri istem bolniku, zdravljenje s karba-
penemi in pljucne bolezni (2). Umrljivost je
12-40 %, odvisno od vrste OVK, spremljajo-
¢ih bolezni in povzroditelja. Z ustreznimi
preventivnimi ukrepi se lahko prepreci do
70 % okuzb (3).

PATOGENEZA OKUZB TUJKOV

V SRCNO-ZILNEM SISTEMU
Mehanizem nastanka okuzb zilnih ka-
tetrov in vsadnih naprav v sréno-Zilnem
sistemu je kolonizacija povrsine z mikro-
organizmiin nastanek biofilma. Mikroor-
ganizmi v biofilmu so v speci obliki, ki je
odporna proti antibiotikom in delovanju
imunskega sistema. Pri kriticni debelini
se zaCnejo sproscati v krvni obtok in pov-
zrocijo sistemsko okuzbo. Bolj nagnjeni
k tvorbi biofilma so Staphylococcus aureus,
Pseudomonas spp., med glivami pa Candi-
da albicans, Candida krusei in Candida tro-
picalis (4). Magnezijevi, kalcijevi in Zelezo-
vi ioni stabilizirajo biofilm in spodbujajo
rast bakterij (5).

Ekstraluminalna kontaminacija z mikro-
organizmi je glavna pot pri nastanku okuzb
kratkotrajnih OVK, intraluminalna pa pri
dolgotrajnih OVK (6). Tuje povrsine se lah-
ko kontaminirajo tudi hematogeno. Hema-
togena kontaminacija OVK je mozna med
nevtropenijo, ko pride do translokacije bak-

terij/gliv iz prebavnega trakta skozi Creve-
sno bariero.

DEFINICIJE OKUZB OVK
Kolonizacija OVK pomeni 2 15 CFU mi-
kroorganizmov v kulturi konice katetra
(5-centimetrski segment) pri uporabi se-
mikvantitativne metode po Makiju ali =
1000 CFU/ml pri uporabi kvantitativne
metode (sonikacija).

Lokalne okuzbe glede na vrsto katetra
delimo na okuzbo vstopnega mesta, okuz-
bo tunela in okuzbo podkoznega Zepa.

Katetrska sepsa je potrjena, Ce je OVK
in situ = 48 ur in je izpolnjen eden od treh
kriterijev:

Izolacija istega mikroorganizma iz konice
OVK (z 15 CFU ali 2 1000 CFU/ml) in naj-
manj ene hemokulture iz periferne vene.
Izolacija istega mikroorganizma iz kvan-
titativne hemokulture OVK in iz peri-
ferne vene; Stevilo kolonij v hemokultu-
riiz OVKje 2 3-krat vecje kot iz periferne
vene ali drugega lumna OVK (1).
Izolacija istega mikroorganizma iz he-
mokulture OVK in periferne vene; ¢as do
pozitivnosti (angl. differential time to po-
sitivity, DDTP) hemokulture iz OVK je = 2
uri krajsi od ¢asa do pozitivnosti hemo-
kulture iz periferne vene.

Kvantitativna hemokultura in DDTP
sta v pomo¢ pri diagnozi katetrske sep-
se brez odstranitve OVK. DDTP ni zanes-
ljiv kazalec za izkljucitev katetrske sep-
se pri Staphylococcus aureus, ki ima veliko
sposobnost sproscanja v cirkulacijo in na-
stanka metastatskih okuzb (7). Podobno ve-
lja za Candido spp. DDTP kot napovedni ka-
zalec za kandidemijo zaradi OVK ima pri
mejni vrednosti = 2 uri visoko obcutljivost
(94,7 %),a nizko specifi¢nost (40 %) (8). Zara-
di pocasnejse rasti gliv v hemokulturi je cas
do pozitivnosti daljsi (9). Pri obeh povzroci-
teljih se ob sumu na katetrsko sepso pripo-
roca ¢im prejsnja odstranitev OVK.

Katetrska sepsa je verjetna, Ce je iz he-
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mokulture OVK in periferne vene izoliran
isti mikroorganizem, drugi kriteriji za po-
trjeno katetrsko sepso pa niso izpolnjeni,
prav tako so izkljuceni drugi mozni izvo-
ri okuzbe. Katetrska sepsa je mozna, e je iz
konice OVKizoliranih = 15 CFU s semikvan-
titativno metodo ali = 1000 CFU/ml s kvan-
titativno metodo, e so prisotni klini¢ni ali
laboratorijski znaki okuzbe (npr. levkocito-
za ali povisan C-reaktivni protein), ni po-
trjene bakteriemije in so izkljuceni drugi
mozni izvori okuzbe (1).

POVZROCITELJI OKUZB OVK
Najpogostejsi povzrocitelji katetrske sep-
se so koagulazno negativni stafilokoki,
Staphylococcus aureus, enterokoki in strep-
tokoki (10). Po Gramu negativne bakterije
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa in
Klebsiella spp. povzrocijo 20-27 % katetr-
skih seps, Candida spp.2-13 %, polimikrob-
nih okuzbje11-30 % (11, 12).

KLINICNI ZNAKI OKUZB OVK
Znakilokalne okuzbe OVK so rdelina, ote-
klina, gnojni izcedek, bolecina, pri VAP
vCasih tudi nekroza koZe nad rezervoar-
jem. Sistemski znaki okuzbe so poviSana
telesna temperatura > 38 °C, mrzlica, zna-
ki sepse (hipotenzija, hipoksemija, zme-
denost, oligurija). Septi¢ni Sok pogosteje
povzroCijo po Gramu negativne bakterije
in glive, redko koagulazno negativni sta-
filokoki. Mozni zapleti katetrske sepse so
endokarditis, gnojni tromboflebitis, artri-
tis, osteomielitis in abscesi.

ODVZEM KUZNIN

1. Hemokultura

Hemokultura je mikrobioloska preiska-
va krvi in zlati standard za diagnozo sep-
se. Bakteriemija je obc¢asna, bakterije so v
krvi prisotne v majhnem $tevilu, <1 CFU/
ml. Pojavi se 1-2 uri pred povisano telesno
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gosto Ze izzveni. Zato bakteriemijo mar-
sikdaj tezko dokazemo.

Ob murzlici, poviSani telesni temperatu-
ri in sumu na katetrsko sepso odvzamemo
kri za parno hemokulturo, hkrati iz OVK in
perifernevene.Iz OVK odvzamemo kri iz di-
stalnega kraka, ki odraza stanje konice ka-
tetra. Odvzemno mesto na kozi, krak OVK
in pokrovcke hemokulturnih steklenick
ocistimo z 2-odstotnim klorheksidinom v
70-odstotnem alkoholu. Z vsakega mesta
odvzamemo kri v dve steklenicki, najprej v
aerobno, nato vanaerobno. Volumen krvi za
eno steklenicko je 10 ml (napolnimo jo do
oznake). Odvzem krvi ponovimo Cez 10-30
minut, casovni interval je odvisen od bol-
nikovega stanja. Ve zaporednih hemokul-
tur poveca obcutljivost preiskave. Vsakok-
rat odvzamemo kri iz druge periferne vene.
Kadar odvzem krvi iz periferne vene ni mo-
go¢, odvzamemo kri iz dveh razli¢nih kra-
kov OVK in to ponovimo ¢ez 10-30 minut.
Pri sumu na glivno sepso odvzamemo kri
Se v gojisce za glive (tretja steklenicka). Po-
membna je pravilna izvedba postopka, da se
prepreci kontaminacija hemokulture z mi-
kroorganizmi. Hemokulturo vedno odvza-
memo pred zacetkom ali menjavo antibi-
oti¢ne terapije (13, 14). Ce hkrati jemljemo
kri za laboratorijske preiskave, odvzamemo
najprej kri za hemokulturo.

Pri bolnikih z bakteriemijo Staphylococ-
cus aureus ali kandidemijo se odvzem krvi
za hemokulturo ponavlja na 48 ur, dokler ni
hemokultura negativna.

2. Kuznine pri odstranitvi OVK

Pred odstranitvijo OVK vstopno mesto
olistimo z 2-odstotnim klorheksidinom
v 70-odstotnem alkoholu, da preprecimo
kontaminacijo konice. Po izvleku katetra
odrezemo konico (5 cm) in jo damo v ste-
rilen loncek. Pri odstranitvi VAP odvza-
memo tudi vsebino notranjosti rezervoar-
ja (za to je potrebna odstranitev silikonske
membrane) ali izpirek notranjosti katetra.
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3. Brisi

Nekateri avtorji priporocajo odvzem brisa
kozZe na vstopnem mestu Zilnega katetra
alinad rezervoarjem VAP, Ce je prisoten iz-
cedek. Obcutljivost in specifi¢nost brisov
za napoved katetrske sepse sta nizki (ob-
Cutljivost 23-45 %, specificnost 60-63 %)
(15). Rutinski odvzem brisov se v klini¢ni
praksine priporoca.

VSADNE SRCNE
ELEKTRONSKE NAPRAVE
Vsadne sréne elektronske naprave (angl. car-
diac implanted electronic devices, CIED) so na-
menjene preprecevanju nevarnih aritmijali
so del zdravljenja srénega popuscanja. Del-
no ali v celoti so namescene v velikih Zilah
in srcu, kar je dejavnik tveganja za nasta-
nek zapletenih okuzb. Med CIED pristeva-
mo: sréni spodbujevalnik (angl. pacemaker,
PM) za preprecevanje bradikardije, vsadni
kardioverter-defibrilator (angl. implantable
cardioverter-defibrillator, ICD) za preprece-
vanje ventrikularne tahikardije/fibrilacije
in napravo za resinhronizacijo (angl. cardi-
ac resynchronization therapy device, CRTD) za
zdravljenje srénega popuscanja zaradi ne-
usklajenega krcenja srénih prekatov. Vse na-
prave so sestavljene iz baterije, ki leZi v pod-
koZnem Zepu, in elektrod v velikih venah, ki
baterijo povezujejo s sréno misico (16).
Razvoj novih generacij CIED gre v sme-
ri zmanjSevanja tveganja za nastanek za-
pletov in nevarnih okuzb. Brezzi¢ni src-
ni spodbujevalnik (angl. leadless pacemaker,
LPM) ima obliko majhne kapsule, pritrjene
na septum desnega prekata (17). Podkozni
defibrilator (angl. subcutaneous implantable
cardioverter-defibrillator, SICD) lezi v celoti
zunaj sréno-zilnega sistema. Baterija in ele-
ktroda sta v podkoZju, baterija na levi strani
prsnega kosa, elektroda nad prsnico (18,19).

OKUZBE CIED
Okuzbe CIED zajamejo podkozni Zep in/
ali elektrode, lahko tudi endokard na na-

ravni ali umetni sréni zaklopki. Povzroci-
jo 10 % vseh endokarditisov (20). Inciden-
ca okuzb je pri prvi vstavitvi 0,5-0,8 %, pri
ponovni pa 2- do 5-krat vecja (1-4 %) (21).
Dejavniki tveganja so moski spol, sréno
popuscanje, kroni¢na obstruktivna pljuc-
na bolezen, ledvi¢na insuficienca, ma-
ligna bolezen, podhranjenost, sladkor-
na bolezen, zdravljenje s kortikosteroidi,
vstavitev pri torakotomiji, neustrezna ki-
rur§ka antibioticna profilaksa, predho-
dna okuzba CIED, predhodna uporaba
zaCasnega PM, prisotnost OVK in poope-
rativni hematom (16, 22, 23). Raziskave po-
trjujejo, da je pri bolj kompleksnih napra-
vah vec okuzb (ICD 8,9 okuzbe na 1000 let
uporabe, PM 1-2 okuzbi na 1000 let upora-
be) (24). Vzrok je verjetno bolj zapleten po-
stopek vstavitve in visja starost bolnikov.
Umrljivost pri okuzbi podkoznega Zepa je
5-odstotna, pri sepsi ali endokarditisu pa
29-odstotna (22, 25).

VRSTE OKUZB CIED

Okuzbe CIED delimo na okuzbo podko-
Znega zepa, infekcijski endokarditis ele-
ktrod(e) in s CIED povezan infekcijski
endokarditis na naravni ali umetni sr¢-
ni zaklopki. Zgodnja okuzba podkozne-
ga zepa nastane v 30 dneh po vstavitvi in
se kaze z lokalnimi znaki okuzbe, pozna
okuzba pa vec¢ kot 30 dni po vstavitvi na-
prave. Pozna okuzba je nezapletena, e po-
teka samo z lokalnimi znaki, ali zaplete-
na, e so pridruzeni tudi sistemski znaki.
Okuzbe se lahko pojavijo posamic¢no, po-
gosteje pa v kombinacijah.

POVZROCITELJI OKUZB CIED

Najpogostejsi povzrocitelji okuzb CIED so
po Gramu pozitivne bakterije (Staphylococ-
cus epidermidisin drugi koagulazno negativ-
ni stafilokoki, Staphylococcus aureus, Entero-
coccus spp., Streptococcus spp.), ki povzrocijo
68-93 % okuzb. Po Gramu negativne bakte-
rije povzrocijo manj kot 18 % okuzb, glive
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0,5-2 %, polimikrobnih okuzb je 2-24,5 %.
Kontaminacija CIED je mozna Ze pri izde-
lavi, med postopkom vstavitve, ob okuzbi
kirurske rane, razjedi koZe nad baterijo ali
hematogeno. Asimptomatska kolonizacija
CIED s koznimi bakterijami lahko s¢asoma
preide v simptomatsko okuzbo.

KLINICNI ZNAKI OKUZB CIED
Okuzba CIED obicajno poteka z nespecific-
nimiznaki (obéasno povisana telesna tem-
peratura, mrzlica, nocno potenje), v manj
kot 10 % kot septicni Sok. Ehokardiografska
preiskava srca pokaZe vegetacije na elek-
trodah in/ali srénih zaklopkah. Nastane
lahko insuficienca zaklopk, najpogosteje
trikuspidalne zaklopke. MozZne so sekun-
darne okuzbe plju¢, hrbtenice (vertebral-
ni osteomielitis, disciitis), septi¢niartritis,
absces v mozganih, pljucih, jetrih, vranici,
ledvici (26). Bolniki s CIED in stafilokok-
no bakteriemijo imajo v 30-45 % okuzbo
CIED, zato jo moramo aktivno iskati (27).

ODVZEM KUZNIN ZA
MIKROBIOLOSKE PREISKAVE
Ob sumu na okuzbo CIED odvzamemo he-
mokulture pred zacetkom protimikrobne-
ga zdravljenja. Priakutnem poteku odvza-
memo dve hemokulturi iz periferne vene
v 1 uri, pri kroni¢nem ali subakutnem
poteku pa tri hemokulture v 6 urah. He-
mokulture odvzamemo Se 48 do 72 ur po
odstranitvi CIED. Ce so pozitivne, se im-
plantacija novega CIED ne priporoca.
Odstranitev celotnega CIED je potreb-
na pri vseh okuzbah, razen pri zgodnji, ne-
zapleteni okuzbi Zepa. Indicirana je v prvih
72 urah. Ce je mogode, elektrode odstrani-
mo transvensko. Ce to ni mogoce ali &e so ve-
getacije na elektrodi vecje od 20 mm, je pot-
rebna klasi¢na operacija na odprtem srcu. Pri
odstranitvi CIED odvzamemo kuZznine: ko-
nica elektrode (distalni in proksimalni del),
vegetacija na elektrodi, tkivo iz lezisca ba-
terije (2 cm?), punktat tekocinske kolekcije,

70

vcasih tudi celotna vsadna naprava. Napravo
spravimo v primerno veliko sterilno posodo,
prelijemo s sterilno Ringerjevo raztopino in
posljemo na sonikacijo. Pri odvzemu kuznin
grozi velika moznost kontaminacije, zato
mora biti postopek izveden natancno. Koa-
gulazno negativni stafilokoki so npr. pogos-
tokontaminantiin tudi povzrocitelji okuzbe.
Hemokulture so pozitivne pri 20-67 %
bolnikov z okuzbo CIED. Rezultat hemo-
kultur je samo v 35 % skladen z rezulta-
tom konice elektrode. Vzrok je verjetno to,
da se hemokulture odvzamejo pred zacet-
kom protimikrobnega zdravljenja, koni-
ca elektrode pa pozneje, med zdravljenjem.
Pri 15 % okuzb CIED so vse kulture negativ-
ne, povzrocitelj ostane neopredeljen (16,28).
Nekateri bolniki z okuzbo CIED so pre-
Sibki za operativno odstranitev elektrod
(3-15 %). Pri njih se odstrani samo baterija
in vstavi nova na drugo stran prsnega kosa.
Sledi vsaj Sest tednov zdravljenja s proti-
mikrobnimi zdravili. Nekateri potrebujejo
vseZivljenjsko protimikrobno zascito (24).

INTRAAORTNA
BALONSKA CRPALKA
Intraaortna balonska crpalka (angl. intraa-
ortic baloon pump, IABP) je znotrajzilni me-
hanski pripomocek za podporo krvnega
obtoka pri bolnikih v kardiogenem Soku.
Napravaje dolg kateter, ki se skozidimeljsko
arterijo vstavi v descendentno aorto. Na
koncu ima podolgovat balon, ki se med sr¢-
nim ciklusom $iri in krci, zmanjsa sistolic-
no breme in potrebo sréne misice po kisiku.
Okuzbe IABP so redke, 0,1 % (29). Bak-
terijska kontaminacija lahko nastane pri
vstavitvi, skozi vstopno mesto na kozi ali
hematogeno. Okuzbo potrdi izolacija istega
mikroorganizma iz hemokulture in konice
odstranjenega katetra ali brisa vstopnega
mesta katetra. Tveganje za okuzbo se veca s
Casom vstavitve IABP in se pomembno po-
veca po sedmih dneh (30, 31).
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PRIPOROCILA ZA ODVZEM VZORCEV ZA MIKROBIOLOSKE PREISKAVE

Tabela 1: Odvzem vzorcev za mikrobioloske preiskave pri OVK, CIED in IABP.

Vrsta tujka

Kuznine za mikrobioloske preiskave

Kratkotrajni OVK, PICC,
tunelirani OVK

« parna hemokultura (OVK in periferna vena)
« distalni del katetra — konica (5 cm)

« bris vstopnega mesta katetra (Ce se pojavlja izcedek, brez predhodnega

¢is¢enja z antiseptikom)

VAP « parna hemokultura (VAP in periferna vena)
« distalni del katetra — konica (5 cm)
« vsebina rezervoarja ali izpirek notranjosti katetra
« koscek tkiva ali bris lezis¢a rezervoarja

» hemokultura (Se 48-72 ur po odstranitvi naprave)

« cela vsadna naprava (prelijemo s sterilno Ringerjevo raztopino)

CIED
« konica elektrode (distalni in proksimalni del)
« vegetacija na elektrodi
« koscek tkiva iz lezisca baterije (2 cm?)
« punktat tekocinske kolekcije
IAPB « hemokultura

« distalni del katetra — konica
« bris vstopnega mesta katetra (Ce se pojavlja izcedek, brez predhodnega

¢is¢enja z antiseptikom)

Legenda: OVK — osrednji venski kateter, PICC — periferno uveden osrednji venski kateter, VAP — popolnoma
implantiran osrednji venski kateter, CIED — vsadna sréna elektronska naprava, IABP — intraaortna balonska ¢rpalka

REZULTATI MIKROBIOLOSKE
ANALIZE KONIC OVK NA Ol LJ

V LETIH 2019 IN 2020

Na Onkoloskem institutu deluje Eno-
ta za osrednje venske katetre, sestavlje-
na iz zdravnikov in medicinskih sester,
ki skrbi za uvajanje in oskrbo PICC, tune-
liranih OVK in VAP. Najpogostejse indi-
kacije za dolgotrajne OVK so kemoterapi-
ja ter parenteralna prehrana v bolnisnici
in na domu. V letu 2019 je bilo uvedenih
462PICCin729 VAP, vletu2020pa782PICC
in 741 VAP. Stevilo uvedenih kratkotrajnih
OVK je okrog 350 na leto.

Pri odstranitvi vseh vrst OVK ob sumu
na okuzbo za mikrobiolosko preiskavo
odvzamemo konico katetra, pri VAP tudi iz-
pirek notranjosti katetra. Vletu 2019 je bilo
pozitivnih 13,5 % konic, poslanih na mikro-
biolosko preiskavo, v letu 2020 pa 18,1 % (Ta-
bela 2). Najpogosteje izolirane bakterije iz
konic so bile Staphylococcus epidermidis, Sta-
phylococcus aureus, Stenotrophomonas maltop-
hilia in Enterobacter cloacae kompleks. Gliv-
nih izolatov ni bilo. Pri VAP je bila iz konice
in izpirka notranjosti katetra vedno izolira-
na ista vrsta bakterije, kar dokazuje soasno
intraluminalno kolonizacijo katetra.

Tabela 2: Analiza konic OVK na Ol v letih 2019 in 2020.

Leto 2019 2020
Stevilo vseh konic OVK, poslanih na mikrobiolosko 126 171
preiskavo
Stevilo (dele?) pozitivnih konic 17 (13,5 %) 31 (18,1 %)
Stevilo katetrskih seps 11 22
Stevilo lokalnin okuzb in/ali kolonizacij OVK 6 9

Legenda: OVK — osrednji venski kateter
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Stevilo katetrskih dni OVK s pozitivno
konico je bilo zelo razli¢no, od 8 do 815 dni.
Mediana ¢asa vstavitve za OVK v letu 2019 je
bila 232 dni (medcetrtinski razmik [ang]. in-
terquartile range, IQR] 59-413), v letu 2020 pa
242 dni (IQR 97,5-311 dni). Najvec bolnikov
je imelo OVK zaradi parenteralne prehrane
na domu (59,6 %) ali kemoterapije (32,1 %).

Nekateri bolniki s pozitivno konico
OVK so imeli katetrsko sepso (potrjeno ali
verjetno), drugi lokalno okuzbo brez sepse
in/ali kolonizacijo OVK. V letu 2019 je ime-
lo katetrsko sepso 11 (64,7 %) bolnikov s po-
zitivno konico, v letu 2020 pa 22 (71 %). Vve-
¢ini primerov je bila vzrok za sepso okuzba
PICC ali VAP. Le pri enem bolniku v letu
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Odvzem kuznin pri okuzbah v ortopediji

Collection of specimens in ortophedic infections

1ZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: okuzba kosti, okuzba sklepov, okuzba sklepnih vsadkov, diagnoza, sonikacija

Diagnostika okuzb kosti, sklepov in sklepnih vsadkov ter fiksacijskih instrumentov je pro-
blematicna, saj noben diagnosti¢ni test ni povsem zanesljiv. Rezultati mikrobioloskih
preiskav so odvisni od dejavnikov v predanalizni in analizni fazi, zato so pomembni tako
pravilen izbor, odvzem in prenos kuznin kot tudi obdelava kuznin v mikrobioloSkem
laboratoriju. Sklepni punktat, biopsije in ortopedski vsadki so temeljne kuznine za doka-
zovanje in identifikacijo povzrociteljev okuzb. Fistule in brisi tkiv so za diagnostiko manj
primerni, saj kultivacija vzorcev fistul ne odraza natanc¢no patogenov, ki povzrocajo
okuzbe, z brisi pa tudi zajamemo manjse mikrobno breme. Na uspeh kultivacije povzro-
Citeljev okuzb prav tako vpliva antibioticna terapija, zato jo dva tedna pred vzorcenjem
prekinemo, ¢e klini¢no stanje pacienta to dopusca. Stevilo odvzetih vzorcev (biopsij) je
pomembno, saj omogoca razlikovanje med povzrocitelji okuzb in kontaminanti. Vedno
odvzamemo 4 do 6 vzorceyv, vsakega z lo¢enim setom sterilnih instrumentov. Mikroor-
ganizmi na povrsini vsadka tvorijo biofilm, zato je pomembno diagnosticno orodje za
dokazovanje okuzb sklepnih vsadkov tudi sonikacija.

ABSTRACT

KEY WORDS: bone infection, joint infection, joint implant infection, diagnosis, sonication

The diagnosis of infections of bones, joints and joint implants and fixation devices is
problematic, as no diagnostic test is completely reliable. The results of microbiological
examinations depend on the factors in the pre-analytical and analytical phase, therefore
the correct selection, collection and transfer of infectious specimens as well as the pro-
cessing of infectious specimens in the microbiological laboratory are important. Joint
punctate, biopsies and orthopedic implants are the basic specimens used for identifica-
tion of infectious agents. Fistulas and tissue swabs are less suitable for diagnosis, since
the culture of fistula samples does not accurately reflect infection-causing pathogens,
and swabs capture a smaller microbial load. The success of the cultivation of infectious
agents is also affected by antibiotic therapy, therefore it should be stopped two weeks
before sampling, depending on the patient’s clinical condition. The number of samples

t Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano, Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Koper, Verdijeva ulica
11, 6000 Koper

2 Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano, Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Novo mesto, Mej vrti 5,
8000 Novo mesto
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taken (biopsies) is important, as it enables the differentiation between infectious agents
and contaminants. The number of samples to be taken ranges from 4 to 6, each with a
separate set of sterile instruments. Microorganisms on the surface of the implant form
a biofilm, making sonication an additional important diagnostic tool for proving joint

implant infections.

uvoD

Diagnostika okuzb v ortopediji je velik iz-
ziv, saj znaki okuzbe niso vedno jasno izra-
Zeni. Razlikovanje med septi¢nim in asep-
ticnim zapletom je zelo pomembno, saj se
zdravljenje razlikuje. Zato potrebujemo za-
nesljive diagnosticne metode, s katerimi
lahko potrdimo ali ovrzemo okuzbo. V ru-
tinski diagnostiki uporabljamo teste, kot
so biokemi¢na analiza krvi, slikovne meto-
de, citoloska preiskava sinovijske tekocine,
histoloska preiskava vzorcev obprotezne-
ga tkiva, kultivacijske in molekularne pre-
iskave sinovijske tekocine, obproteznega
tkiva in sonikatov. Vendar nobeden od nas-
tetih testov ni povsem zanesljiv, zato za po-
stavitev kon¢ne diagnoze najpogosteje upo-
rabljamo kombinacijo razli¢nih testov. Med
nastetimi testi je zlati standard kultivacija
obproteznega tkiva, saj je to edina metoda,
s katero dokaZemo povzrocitelja okuzbe, ga
identificiramo in mu dolo¢imo obcutljivost
za antibiotike, kar lahko bistveno vpliva na
nadaljnji potek zdravljenja.

Na diagnostiko vplivajo dejavniki v
predanalizni in analizni fazi, zato je po-
membno, da so vzorci pravilno izbrani,
odvzeti in preneseni v mikrobioloski labo-
ratorij. V prvem delu prispevka bomo raz-
pravljali o nekaterih splosnih dejavnikih,
ki vplivajo na mikrobiolosko diagnostiko
okuzb v ortopediji. V drugem delu bomo
sistemati¢no predstavili najpogostejse or-
topedske vzorce v mikrobiologiji.

SPLOSNI DEJAVNIKI

Mikrobioloska diagnostika v ortopediji te-
melji na treh vrstah kuznin: sklepni punk-
tat (sinovijska tekocina), biopsija obkostnih
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tkivin kosti (predoperativna in intraopera-
tivna) ter ortopedskih vsadkov (proteze in
osteosintetski material). Kuznine s pod-
rocja fistul (tkivo ali bris) za diagnostiko
niso primerne, saj kultivacija teh vzorcev
pogosto ne odraza povzrociteljev okuzbe,
ampak kolonizacijske bakterije. Tudi brisi
niso primeren nacin odvzema v ortopedi-
ji, saj tipicno zajamejo premajhno koli¢ino
kuZnine, kar je v primeru okuzb z majhno
in neenakomerno porazdelitvijo mikrob-
nega bremena nezadostno (1).

Vse mikrobioloske vzorce je treba
odvzeti asepti¢no, vsakega z loCenim se-
tom sterilnih instrumentov. S tem prepre-
¢imo navzkrizno kontaminacijo vzorcey,
kar je pomembno pri interpretaciji kultu-
re, kjer se uposteva tako Stevilo odvzetih
vzorcev kot tudi Stevilo pozitivnih vzorcev.
Vsak vzorec polozimo v loCeno sterilno po-
sodo. Pri vzoréenju tkiv izbiramo mesta, ki
so makroskopsko morfolosko spremenjena
oziroma nekroticna.

Pri kulturi je pomemben ¢as transporta,
saj zelimo v laboratorij prenesti zive bak-
terije. Velja nacelo ¢im hitrejSega prenosa.
Optimalen ¢as je znotraj 1 ure od odvzema,
maksimalni dovoljeni ¢as je 24 ur. Ce tran-
sport presega 4 ure, kuznine (tkiva) prelije-
mo s sterilno fiziolosko raztopino, da pre-
precimo izsusSitev vzorcev. Prenos poteka na
sobni temperaturi v primerni transportni
torbi, kjer lahko vzdrzujemo stalno tempe-
raturo. Po sprejemu v mikrobioloski labora-
torij mora biti obdelava vzorcev opravljena
¢im hitreje, najpozneje v dveh urah.

Studije so pokazale, da s prekinitvijo
antibioti¢ne terapije dva tedna pred vzor-
Cenjem izboljSamo obcutljivost kultivacije
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(2-5). Zato je treba 2 tedna pred odvzemom
vzorcev antibioti¢no terapijo prekiniti, ce
je to glede na klini¢no stanje pacienta mo-
goce. Antibioti¢ne kirurske profilakse pred
odvzemom vzorcev ni treba izpuscati, lahko
pa jo apliciramo po odvzemu vzorcev. Pri-
porocila za odvzem in prenos ortopedskih
vzorcev so povzeta v Tabeli 1.

SKLEPNA TEKOCINA
Sklepna tekocina je primerna kuZnina
tako pri diagnostiki okuzb nativnih kot
tudi umetnih sklepov. Pri izbiri diagno-
sticne metode moramo upostevati mozne
povzrocitelje in epidemioloske podatke,
starostno skupino, tip okuzbe, prizade-
tost razli¢nih sklepov. Sklepno tekocino
odvzamemo asepticno z igelno punkcijo.
Za potrebe mikrobioloske diagnosti-
ke odvzamemo ¢im vec kuZnine (do 5 ml).
V laboratoriju se tudi na podlagi kolici-
ne vzorca odlo¢amo, katere metode bomo
uporabili, vsekakor pa je pomembno, da je

nacin posiljanja vzorca usklajen z mikrobi-
oloskim laboratorijem. V laboratoriju na-
redimo direktni razmaz, ki je pomemben
zlasti pri diagnosti¢ni obdelavi sklepne te-
kocine nativnih sklepov in v katerem lah-
ko doloc¢imo levkocite, kristale in mikro-
organizme, odvisno od priprave vzorca in
nacina mikroskopiranja s svetlobnim ali
polarizacijskim mikroskopom. Poleg tega
kuznino nacepimo za konvencionalni na-
¢in kultivacije (tekoca in trdna gojisca) in
za kultivacijo v hemokulturnih steklenic-
kah. Predvsem slednja metoda je bistveno
izboljSala detekcijo dolocCenih patogenov,
npr. Kingella kingae. Najpogostejsa napa-
ka, ki jo opazamo, je, da sinovijsko tekocino
v laboratorij prenesejo samo v hemokul-
turni steklenicki. V tem primeru je kuzni-
na razredcena, zdruZena z vsebino hemo-
kulturne steklenicke, in zato neprimerna
za druge diagnosti¢ne metode (npr. direk-
tni razmaz, uporaba specialnih gojis¢, mo-
lekularne metode).

Tabela 1: Priporocila za odvzem in prenos kuznin v ortopediji za mikrobioloske preiskave (povzeto

po ref. (15)).
Tip $t. vzorcev Nacin odvzema Transportna Posebnosti
vzorca [kolic¢inal embalaza
Sklepna 1>1ml Asepti¢no z igelno Sterilna Posliemo kot samostojen
tekocina punkcijo ali biopsijo. posodica vzorec. Ce je punktata
ali posebno vec kot 1 ml, ga lahko del
transportno  vbrizgamo v steklenicko
gojisce za hemokulturo.
Intra- 4-6[14d] En vzorec — en set Sterilne Treba je prepreciti
operativno odvzemnih instrumentov. posode izsusitev. Ce bo prenos
tkivo > 4 ure, vzorec
prelijemo s sterilno fiziol.
raztopino.
Ortopedski  Vse odstranjene Asepticno odstranjeno Ustrezna Uporabimo ¢im manjso
vsadek komponente protezo ali osteosintetski sterilna posodo, tako da
[volumen Ringerjeve material polozimo v vodotesna in  porabimo minimalno
raztopine odvisen sterilno vodotesno neposkodo- koli¢cino RR.

od velikosti kompo-
nent in posode]

posodo in z Ringerjevo
raztopino prekrijemo vso

vana posoda

povrsino vsadka.

Protimikrobna terapija
in Cas vzorcenja
Optimalni ¢as/temp.
[maks. ¢as]

Prekinitev antibioticne terapije

2 tedna pred vzorcenjem

< 15 min./sobna temperatura
[< 24 ur/sobna temperatural

Cim prej posljemo v mikrobiologki laboratorij
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Avtorji priporo¢amo, da kuznino, ce jeje
< 0,5 ml, nacepimo nerazredceno na coko-
ladni agar in jo razred¢imo s sterilno fizio-
losko raztopino ter nato nacepimo na druga
gojisca. Kadar je kuznine 0,5-4 ml, naredi-
mo direktni razmaz in nacepimo na trdna
gojisca ter po moznosti v hemokulturno
steklenicko (najprej aerobno - npr. pedi-
atri¢no). Kadar je kuznine > 4 ml, jo nace-
pimo na vsa gojisca, vklju¢no z aerobno in
anaerobno hemokulturno steklenicko (6).

Pri sinovijski tekocini se cedalje pogo-
steje uporablja tudi molekularna diagno-
stika, bodisi Sirokospektralni PCR v kombi-
naciji s sekvenciranjem ali specifi¢ni PCR.
Predvsem slednji lahko bistveno izboljsa
obcutljivost detekcije posameznih povzro-
Citeljev.

BIOPSIJE

Okuzbe kosti in ortopedskih vsadkov so
tockaste narave, zato za kultivacijo odvza-
memo vecje Stevilo vzorcev. Vecje ko je Ste-
vilo odvzetih vzorcev, vedja je moZnost
za dokaz povzrocitelja. Z vecjim Stevilom
odvzetih vzorcev hkrati olajsamo razliko-
vanje med povzrocitelji okuzbe in konta-
minanti, saj lo¢evanje zgolj na osnovi vrste
ni mogoce, ker so najpogostejsi povzroci-
telji okuzb bakterije, ki tvorijo kozno mi-
krobioto. Obcutljivost in specifi¢nost kul-
tivacije je optimalna, ce je odvzetih 4 do 6
vzorcev (7, 8). Ne glede na to, ali je klini¢ni
sum na okuzbo utemeljen ali malo verje-
ten, odvzamemo isto Stevilo intraoperativ-
nih vzorcev. Pri kroni¢nih okuzbah je Ste-
vilo odvzetih vzorcev posebno pomembno,
ker je mikrobno breme manjse.

V zadnjem obdobju Stevilni centri
uporabljajo kultivacijo biopsijskih vzor-
cev v hemokulturnih steklenickah (9, 10).
Na ta nacin so izboljsali izplen dokaza-
nih povzrociteljev okuzbe v tkivnih vzor-
cih v primerjavi s sonikacijo. Obcutljivost
in specifi¢nost taksnega nacina kultivaci-
je je bila v raziskavi Dudareva in sodelav-
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cev 69- in 95-odstotna, v podobni raziskavi
Yan in sodelavcev pa je bila obcutljivost bo-
disi 66- ali 86-odstotna, odvisno od nacina
statisti¢ne obdelave rezultatov. V obeh pri-
merih so uporabljali veliko Stevilo tkivnih
vzorcev, 4 do 6,kar samo po sebi izboljsa ob-
Cutljivost kultivacije. Ob uporabi hemokul-
turnih steklenick je treba biti previden pri
detekciji bakterije Cutibacterium acnes, po-
gostega povzrocitelja okuzb vsadkov. V raz-
iskavi Jeverica in sodelavcev ter El Sayed in
sodelavcev so pokazali, da je za detekcijo te
bakterijske vrste pomembna uporaba spe-
cificnih medijev, saj je detekcija vhemokul-
turnih steklenickah odvisna od klonalnega
kompleksa C. acnes (11, 12). Zato je treba biti
pred spremembo nacina kultivacije previ-
den in po moznosti uporabljati ve¢ razlic-
nih nacinov kultivacije.

Pri interpretaciji kultur biopsijskih vzor-
cev je bistvenega pomena, da povzrocitelja
dokaZemo v najmanj dveh razli¢nih vzorcih
(tj. ob upostevanju menjave odvzemnih in-
strumentov), Se zlasti kadar gre za nizko vi-
rulentne povzrocitelje (npr. C. acnes, koagu-
lazno negativni stafilokoki, difteroidi ...).

ORTOPEDSKI VSADKI

Vsadki so dolgo pomenili tezavno kuznino
za kultivacijo, saj ni bilo primerne meto-
de, ki bi zagotavljala zanesljive rezultate.
Inkubacija odstranjenih vsadkov nepos-
zaradi velikosti vsadkov velik izziv, pre-
cejSnja pa je tudi moznost kontaminaci-
je (13). Brisi povrSine vsadkov in strganje
s skalpelom niso primerni, saj s tak$nimi
tehnikami vzorlenja ne zajamemo biofil-
ma. Najbolj u¢inkovit nacin odstranjeva-
nja biofilma s povrsine proteze je sonika-
cija. Ravno s to metodo so tudi ortopedski
vsadki postali pomemben vzorec za mi-
krobiolosko diagnostiko.
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Odvzem vsadka

Asepti¢no odstranjeno protezo ali osteos-
intetski material poloZimo v sterilno vo-
dotesno polipropilensko posodo ter do-
lijemo toliko Ringerjeve raztopine ali
fizioloske raztopine, da v celoti prekrije-
mo povrsino vsadka. Sonikacijo izvaja-
mo v ultrazvocni kopeli s primerno mocjo
in amplitudo valovanj ter casom trajanja.
Med postopkom se na povrsini vsadka
sprosca velika koli¢ina energije, zaradi Ce-
sar se mikroorganizmi, ki so pritrjeni na
protezo v obliki biofilma, odlepijo in spro-
stijo v tekocino, ki jo imenujemo sonikat.

I1zziv pri sonikaciji
Izbira posode, v kateri je vsadek izpostav-
ljen ultrazvocni kopeli, je klju¢na. Na za-
Cetku razvoja metode so uporabljali vrec-
ke, ki so med procesiranjem vzorcev zacele
puscati. Specifi¢nost metode je bila nizka,
saj so v kulturi porasle tudi okoljske bak-
terije (14). Z uporabo sterilnih polipropi-
lenskih kontejnerjev so se tezave s konta-
minacijo med sonikacijo zmanjsale.
Posode so za veckratno uporabo, zato je
pomembno, da jih po uporabi sterilno ocis-
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Odvzem kuznin pri okuzbah koze in ran

Skin and wound infections - sampling procedures

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: koza, rana, vzoréenje, Levinova tehnika, biopsija koze

Kronic¢ne okuzbe koze in ran so velik javnozdravstveni problem zaradi visoke obolevnosti
in smrtnosti, predvsem pri starejsi populaciji, povzrocajo pa tudi mocan upad kakovosti
zivljenja, socialno-ekonomskega stanja in glede na tezavnost obolenja tudi veliko trplje-
nje bolnikov. V razvitem svetu se pojavljajo pri dveh odstotkih prebivalstva. Prizadete so
lahko vse starostne skupine, vendar so zaradi pridruzenih stanj, sekundarnih vzrokov
(sladkorna bolezen tip 2, debelost) posebno ranljive starostne skupine, ki so pogosteje
hospitalizirane. S tem se veca tudi verjetnost za okuzbe z veckratno odpornimi mikro-
organizmi, kar podalj$a hospitalizacijo, poveca stroske zdravljenja in lahko vodi do na-
stanka sistemskih zapletov. Glede na Cas celjenja lahko okuzbe koze in ran razdelimo na
akutne in kroni¢ne, glede na mikrobiolosko breme normalne in patogene mikrobiote pa
na kontaminirane, kolonizirane in okuzene rane. Primarna diagnostika okuzb koze in ran
temelji na klini¢ni in mikrobioloski diagnostiki, za slednjo pa je bistvena pravilna preda-
nalizna faza — odvzem in prenos vzorca. V prispevku predstavljamo glavne indikacije za
odvzem vzorca rane in najpogostejSe metode odvzema s poudarkom na pravilni tehniki,
saj je rezultat mikrobioloske diagnostike v najvecji meri odvisen od kakovosti vzorca.

ABSTRACT
KEY WORDS: skin, wound, sampling, Levine technique, skin biopsy

Chronic wound and skin infections are a major public health problem, due to increased
morbidity and mortality in all age groups, but especially in the elderly population. They
cause diminished quality of life, great suffering and decline in the socio-economic sta-
tus. The prevalence of chronic wound and skin infections is 2% in the developed world.
Infections are more prevalent in special groups of patients, with many comorbidities
such as diabetes type 2 or obesity, an important contributing factor for infections are
frequent hospitalizations.

t Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano, Center za medicinsko mikrobiologijo, Prvomajska ulica 1,
2000 Maribor. Korespondenca/correspondence: andrej.krasevac.glaser@nlzoh.si

2 Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4,
1000 Ljubljana

3 Univerzitetni klini¢ni center Maribor, Oddelek za kozne in spolne bolezni, Ljubljanska ulica 5, 2000 Maribor

81



1 10. Likarjev simpozij

Chronic wound and skin infections can be divided into acute and chronic types —de-
pending on the time needed for the wound to heal. In regard to the presence of normal
or pathogenic microbiota, they are divided into contaminated, colonised, or infected
wounds. The mainstay of diagnosing wound infections is clinical examination with cor-
respondent wound sampling and microbiological diagnosis. For the latter the most im-
portant factor is the method of sampling and the correct transport of samples into the
laboratory. In this paper we describe the major indications for wound sampling, and the
most used techniques for sampling, the correct transport conditions, since the micro-
biological analysis and the interpretation of results depend on the quality of the sample.

uvoD

Okuzbe kozZe in ran so veliko socialno-
ekonomsko breme, pomenijo pa tudi mo-
¢an upad kakovosti Zivljenja ter pomem-
ben delez obolevnosti in smrtnosti pri
razlicnih populacijah, predvsem pri sta-
rostnikih. Vrazvitem svetu se pojavijo pri
dveh odstotkih prebivalstva (2).

Koza je primarna zascita telesa, ki nas
varuje pred vdorom komenzalnih in pato-
genih mikroorganizmov s koze in sluznic (1).
Ob poskodbi kozZe je izpostavljeno podkozno
tkivo, s tem pa nastane prehransko bogato,
vlazno in toplo okolje, ki je zelo ugodno za
razmnoZevanje mikroorganizmov. Povzro-
Citelji okuzb koZe in ran so zelo razli¢ni, ce-
dalje vecji pomen imajo tudi anaerobni mi-
kroorganizmi (2). Pestrost povzrociteljev je
odvisna predvsem od vrste rane, njene lo-
kacije in globine, kakovosti tkivne perfuzije,
limfati¢ne in venske drenaze ter od predho-
dnega protimikrobnega zdravljenja in delo-
vanja imunskega sistema gostitelja (3).

RAZDELITEV RAN GLEDE

NA CAS CELJENJA

Rane glede na cas celjenja delimo na aku-
tne in kroni¢ne. Akutne nastanejo zara-
di poskodbe zdrave koZe in se praviloma
zacelijo brez zapletov v razmeroma krat-
kem casu. Mednje uvr$éamo kirurske
rane, opeklinske rane, ureznine, abrazij-
ske rane, ugriznine in akutne rane s huj-
§$im potekom (raztrganine, poskodbene
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rane s strelnim oroZjem in zmeckanine).
Akutne rane se celijo po zakonih primar-
nega celjenja, zacelijo se v kratkem obdob-
ju 1-2 tednov, protimikrobno zdravljenje
veinoma ni potrebno (rane so Ciste, brez
tujkov ali nekroti¢nega tkiva). Izjema so
hude travmatske rane zaradi velike koli-
Cine nekroti¢nega tkiva in visokega dele-
Za mikrobiote, kjer je potrebna kirurska
oskrba rane in protimikrobno zdravljenje
(4,3).

Kronicne rane so tiste, ki se zaradi raz-
licnih, ve¢inoma endogenih vzrokov slabo
celijo. V stroki ni natanc¢ne opredelitve, po
kako dolgem obdobju definiramo rano kot
kroni¢no. Vecina avtorjev je mnenja, da je
to rana, ki se ne zaceli po 4-6 ali celo 8 te-
dnih.Razjede zaradi pritiskaali prelezanine
nastanejo na izpostavljenih mestih zara-
di delovanja zunanjega pritiska (peta, glez-
nji, kriz). Pomembni dejavniki za nastanek
kroni¢nih ran pa so tudi moteno delova-
nje arterijskega (periferna arterijska oklu-
zivna bolezen, PAOB) ali venskega (venska
insuficienca) obtoka in presnovne motnje
(sladkorna bolezen tipa 2). Drugi dejavniki,
ki vplivajo na tveganje za nastanek kronic-
nih ran, so starost, debelost, kajenje, slaba
prehranjenost,imunosupresivne bolezni in
polifarmacija (4).

OKUZBE RAN
Rane glede na mikrobiolosko breme nor-
malne ali patogene mikrobiote delimo na
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kontaminirane, kolonizirane in okuzene.
Vsaka rana (akutna ali kroni¢na) je konta-
minirana z bakterijami iz treh glavnih vi-
rov: i) okolja - domacega ali bolnisnicne-
ga (eksogeni mikroorganizmi iz zraka ali
vneseni ob travmatski poskodbi), ii) koze
v okolici (razli¢ni pripadniki gostiteljeve
naravne kozne mikrobiote) ali iii) sluzni-
ce (endogeni vir je mikrobiota gostitelje-
vih sluznic, predvsem gastrointestinalne,
orofaringealne in genitourinarne). Celje-
nje rane zaradi kontaminacije ni mote-
no, mikroorganizmi se ne razmnozuje-
jo oziroma ne perzistirajo, protimikrobno
zdravljenje ni potrebno (6).

Mikroorganizmi se lahko zacnejo aktiv-
no razmnozevati zaradi ugodnih razmer v
rani (vlaga, temperatura, nekroti¢no tkivo),
takSna rana postane kolonizirana. Celje-
nje podobno kot pri kontaminaciji ni mo-
teno, prav tako ni potrebno protimikrobno
zdravljenje. Posebna stopnja kolonizacije je
kriti¢na kolonizacija rane, ki jo lahko dolo-
¢imo le s kvantitativno mikrobiolosko dia-
gnostiko in pri kateri je prisotnih 10° enot,
ki tvorijo kolonije (CFU) mikroorganizmov
v gramu vzorca tkiva, odvzetega z biopsijo.
Mikrobiota se na dnu rane aktivno razmno-
Zuje, tvori biofilm, mikroorganizmi izraza-
jo razlicne virulentne dejavnike, kar pos-
lab3a celjenje rane. Ce kriti¢no kolonizirana
rana ni ustrezno oskrbljena, se razvije lo-
kalna okuzba (6).

Proces od kolonizacije rane do okuzbe je
odvisen od virulence in koncentracije mi-
kroorganizmov oziroma njihovega volum-

Tabela 1: Indikacije za odvzem vzorca rane.

na, pomembni pa so tudi lokalni in sistem-
ski dejavniki. Okuzba rane je lahko lokalna,
kar prepoznamo po klasi¢nih znakih vnetja
(rdecina, toplota, oteklina, gnojni izcedek,
nova bolecina in gnojav vonj iz rane). Iz lo-
kalno okuZene rane se lahko razvije razsir-
jena okuzba (eritem, ki se $iri, vnetje limfa-
ti¢nega zZilja, krepitacije, razpad rane, slabost,
izguba apetita) in sistemska okuzba s klinic-
nimi znaki sepse ali septi¢nega Soka (1).

INDIKACIJE ZA ODVZEM

VZORCA RANE

Vsake rane (akutne ali kroni¢ne) ni pot-
rebno vzorciti za mikrobiolosko diagno-
stiko. To Se zlasti velja, Ce je rana mirna, se
normalno celi in je brez klini¢nih znakov
vnetja. Leta 2016 je International Wound
Infection Institute (IWII) izdal publikaci-
jo Wound infection in clinical practice, v kate-
ri so bile oblikovane indikacije za odvzem
kuznin pri akutnih in kroni¢nih okuzbah
rane, predstavljene v Tabeli1 (6).

ODVZEM VZORCEV

Poznamo kvalitativne (globoki bris rane
- netravmatski odvzem) in kvantitativ-
ne tipe odvzemov (biopsija tkiva rane in
koze s t. i. punch biopsijo, aspiracija teko-
¢ine podkozne kolekcije, kiretaza rane —
travmatski odvzem). Idealnega vzorca pri
okuzbah kroni¢ne rane ni, prav tako ni so-
glasja o tem, katera metoda je najboljsa,
saj nobena tehnika odvzema ne zagotavlja
boljSe obcutljivosti in specifi¢nosti. No-
bena metoda ne pokrije celotnega spektra

Indikacije za odvzem vzorca rane

Akutne rane s klasi¢nimi znaki okuzbe (rdecina, toplota, bolecina, edem)

Kroni¢ne rane s klinicnimi znaki Sirece se ali sistemske okuzbe (sepsa ali septi¢ni ok, odvzem
hemokultur in drugih kuznin glede na klini¢no sliko)

Okuzene akutne ali kronic¢ne rane, ki se ne zdravijo oziroma se slabsajo kljub ustreznemu
protimikrobnemu zdravljenju

Indikacije za odvzem kuznin pri presejalnem testiranju na veckratno odporne mikroorganizme
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patogenih mikroorganizmov vraniin tki-
vu, problematicen je tudi odvzem vzorcev
rane, kjer se nahaja biofilm. Pravilen na-
¢in odvzema tako pri biopsiji kot pri brisu
rane je klju¢na predanalizna tocka za pra-
vilno identifikacijo patogenov in terapev-
tsko obravnavo bolnika (6).

KVALITATIVNE

METODE VZORCENJA

Najpogostejsi vzorec je globoki bris rane.
Tehnika odvzema ima glede na kvanti-
tativno mikrobiolosko diagnostiko vec
prednosti: odvzem vzorca je preprost,
vzorcenje lahko ponovimo, postopek je
ob pravilni tehniki in usposabljanju zdra-
vstvenega osebja mogoce standardizirati.
Resni nezeleni ucinki vzorcenja so redki.
Opisani sta dve klju¢ni tehniki vzorce-
nja rane: pri Levinovi tehniki si izberemo
1 cm? veliko obmocje Zivega dela ocisce-
ne rane, ki ga pobriSemo z bombaznim ali
drugace sestavljenim brisom (dakronski,
rayonski bris) in z rotacijo brisa 5 sekund
ter izvajanjem pritiska na rano odvzame-
mo vzorec (9). Drugi, redkeje uporabljen
nacin vzorcenja z brisanjem je Z-tehni-
ka. Pri tej tehniki z brisom v cikcak giba-
nju pobriSemo celotno rano, treba pa je
pobrisati najmanj 10 tock rane brez doti-

kanja robov, saj sicer lahko bris kontami-
niramo z normalno mikrobioto koZe (9).
Razlika med obema tehnikama je pred-
vsem v zajetju serozne tekocCine. Pri Le-
vinovi tehniki pridobimo vecjo koli¢ino
serozne tekocine, ki v doloceni meri pred-
stavlja mikroorganizme iz globine tkiva,
pri Z-tehniki pa je koli¢ina serozne teko-
¢ine manjsa. Pri obeh metodah po brisa-
nju vzorec vstavimo v bakteriolosko tran-
sportno gojisce in ga na sobni temperaturi
v najkrajsem moznem ¢asu s pravilno iz-
polnjenim spremnim listom dostavimo v
laboratorij (7, 8, 9).

Primerno mesto vzorcenja mora biti
dobro ocisceno. Vzor¢imo zivo tkivo, ki je
klini¢no okuZeno. Odstraniti je treba vse
nekroti¢no tkivo, tujke in gnojni eksudat
z umivanjem pod tekoco vodo ali s steril-
no izotonicno fiziolosko raztopino, lahko si
pomagamo z mehanskim odstranjevanjem
nezivega tkiva (kiretaza, skalpel, Skarje, ul-
trazvok ali ablativni laser). Podobno kot pri
nacinu vzorcenja tudi pri nacinu ciscenja
ran ni soglasja. Najpogostejsi nacin umi-
vanja je s tekoco vodo. Antiseptiki (natri-
jev hipoklorit, poliheksametilen bigvanid /
BHMB/, povidon jod) se za diagnosti¢no ci-
$Cenje rane ne uporabljajo zaradi delovanja
na biofilm in patogene mikroorganizme v

Tabela 2: Navodilo za odvzem vzorca po Levinovi metodi.

Opomba

S tekoco vodo ali sterilno fiziolosko raztopino, fizikalna

Korak Poseg

1 Ocistimo rano, odstranimo
mrtvino

2 Pripravimo sterilni bris in ga

navlazimo s sterilno fiziolosko

raztopino

3 Izberemo mesto vzorcenja

4 Levinova tehnika vzorcenja

5 Pravilno oznacimo vzorec in

izpolnimo spremni list
6 Konéna oskrba rane

odstranitev mrtvine s Skarjami, skalpelom, kireto ...

Pripravimo si vse pripomocke (nesterilne rokavice,
sterilni zloZenci, bris s transportnim gojis¢em). Bris
navlazimo predvsem v primeru suhih ran.
Izberemo najbolj Cist, ziv del rane, ne vzorcimo
nekroti¢nega dela rane ali gnoja.

Bolniku razloZimo poseg. Pobrisemo 1 cm? veliko

podrocje zivega dela rane. BriSemo 5 sekund, pri tem

bris rotiramo in z njim izvajamo pritisk na rano. Po
vzorcenju bris vstavimo v bakteriolosko transportno
gojisce.
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rani. Nepravilno oci$cena rana je kontami-
nirana z normalno mikrobioto koZe, rezul-
tati mikrobioloske diagnostike pa so zato
lahko zavajajoci, saj tezko razlikujemo pa-
togene mikroorganizme v tkivu in rani od
normalne mikrobiote koZe. Pravilen algori-
tem odvzema brisa rane za Levinovo tehni-
ko je prikazan v Tabeli 2 (3,5, 9, 10).

KVANTITATIVNE

METODE VZORCENJA

Med kvantitativne metode vzorcenja spa-
dajo invazivno odvzeti vzorci kozZe in kro-
ni¢nih ran (globoka biopsija tkiva, igelna
aspiracija tekocinske kolekcije v tkivuy, ki-
retaza rane in aspiracija tekocine iz rane).
V primerjavi s preprostejSim odvzemom
globokega brisa rane se kvantitativni
odvzem vzorca izvaja redkeje, saj je vzor-
Cenje povezano z veC nezelenimi u¢inki in
zapleti, potrebno je visje izobraZeno ose-
bje, mikrobioloska diagnostika je draz-
ja in daljsa. Globoka tkivna biopsija oz.
»punch« biopsija in aspiracija kolekcije te-
kocine iz podkoZzja se izvajata s posebnim
kirur§kim instrumentarijem, oblikova-
nim za odvzem vzorcev koZe in podkozja,
ali s sterilno injekcijsko brizgo. Predsta-
vljata zlati standard vzorcenja kroni¢nih
ran in koze. Prednost biopsije ali aspira-
cije tekoline je moznost kvantificiranja
mikroorganizmov v tkivu ali v tekocini,
rezultat mikrobiolo$ke diagnostike pa po-
damo v obliki CFU/g tkiva ali CFU/ml te-
kocine. Mejna vrednost, ki doloca okuz-
bo v tkivu, odvzetem s »punch« biopsijo, je
>105 CFU/g tkiva (1). Priprava rane oziroma
diagnosti¢no ¢iscenje rane je enako kot pri
odvzemu globokega brisa, le da je obmocje,
na katerem bomo izvajali poseg, pogosto
treba omrtviciti z lokalnim anestetikom.
Posodica za tkiva mora biti primerne veli-
kosti. Vzorec navlazimo z nekaj kapljicami
sterilne fizioloSke raztopine, da prepreci-
mo izsuSitev tkiva med prenosom, vendar
koli¢ina ne sme biti prevelika, saj bo sicer

kvantifikacija mikroorganizmov zaradi
redCenja vzorca napacna. Vzorce takoj pos-
ljemo v laboratorij. Pri kvantitativnih me-
todah vzorcenja so mozni razlicni zapleti,
med najpomembnejsimi so strah bolnika
pred posegom, neprijetnost, bolecina ali
krvavitev na mestu odvzema, redkeje lah-
ko pride do razsoja patogenih mikroorga-
nizmov v sistemski obtok in spremembe
lokalne okuzbe v sistemsko (8, 10, 11).

ZAKLJUCEK

Kroni¢ne rane so velik socialnoekonom-
ski in medicinski problem, saj bistveno
zmanjsajo kakovost Zivljenja in skrajsa-
jo bolnikovo Zivljenjsko dobo. Pri zacetni
obravnavi kroni¢nih ran je bistvena dia-
gnosticna metoda klini¢ni pregled, mi-
krobioloska diagnostika kroni¢nih ran pa
ima pomen pri ranah, ki se slabo celijo in
so okuZene s Stevilnimi aerobnimiin ana-
erobnimi mikroorganizmi, véasih je za
slabse celjenje kriv tudi nastanek biofil-
ma ali prisotnost veckratno odpornih mi-
kroorganizmov. Za najbolj ustrezno te-
rapevtsko obravnavo bolnika je kljucen
kakovosten rezultat mikrobioloske dia-
gnostike, zanj pa je izredno pomembna
tudi kakovostna predanalizna faza, katere
pomemben del je pravilno izpolnjen spre-
mni list, predvsem pa pravilno odvzet vzo-
rec. Zlati standard je globoka biopsija rane,
vendar se zaradi nezelenih u¢inkov in pot-
rebe po posebni usposobljenosti zdra-
vstvenega osebja za to metodo vseeno naj-
pogosteje uporablja globoki bris rane, ki
je ob pravilni izvedbi po Levinovi metodi
enakovreden biopsiji.
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Odvzem in transport vzorcev za mikrobioloske
preiskave pri okuzbah spodnijih dihal

Sample collection and transport for microbiological examination of lower
respiratory tract infections

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: diagnostika okuzb spodnjih dihal, odvzem vzorca, shranjevanje in transport,
vpliv na rezultat preiskave

Z mikrobiolosko diagnostiko poskusamo pri obravnavi okuzb spodnjih dihal opredeliti
povzrocitelja okuzbe, obcutljivost bakterijskih povzrociteljev za antibiotike in spremljati
epidemiolosko stanje. Kljub napredku v razvoju mikrobioloskih diagnosticnih metod je
osnovni pogoj za kakovosten rezultat preiskave odvzem ustreznega vzorca v ustreznih
okolis¢inah ter primerno shranjevanje in transport vzorca, ki je odvisen od pricakova-
nega povzrocitelja okuzbe (npr. virusi, tipi¢ni ali atipi¢ni bakterijski povzrocitelji okuzbe,
anaerobne bakterije). Interpretacijo v diagnostiki povzrocitelja okuzb spodnjih dihal ote-
zi dejstvo, da je podrocje zgornjih dihal, ki se mu pri odvzemu vzorca iz spodnjih dihal
dejansko ne moremo izogniti, bogato z normalno mikrobioto. Predolg transport, pred-
hodno antibioti¢no zdravljenje ali neustrezno izbrana metoda lahko vplivajo na rezultat
preiskave.

ABSTRACT

KEY WORDS: diagnosis of lower respiratory tract infection; sample collection, transport and
storage; improving diagnosis

Microbiological diagnosis of lower respiratory tract infections enables the identificati-
on of an etiologic agent of the infection and susceptibility testing for antimicrobials; it
also serves for epidemiological surveillance. Notwithstanding the progress in the de-
velopment of microbiological diagnostic methods, collection, transport and storage of
samples are of major importance for an accurate report. Another challenge in the result
interpretation of a respiratory tract infection diagnosis is the rich normal microbiota of
the upper respiratory tract area that cannot be completely avoided when collecting
samples from the lower respiratory tract. Long transport, prior antimicrobial treatment
or an inappropriately chosen method can affect the result of the examination.

L Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4,
1000 Ljubljana. Korespondenca/correspondence: julija.germ@mf.uni-|j.si
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uvoD
Okuzbe dihal sodijo med najpogostejse
okuzbe, kar ni presenetljivo, saj so zgor-
nja dihala v tesnem stiku z zunanjim sve-
tom (1, 2). Sluznica dihal sluzi kot u¢inko-
vita pregrada za mikroorganizme, hkrati
pa je podrocje, bogato z aerobnimi in anae-
robnimi bakterijami. Do kolonizacije zgor-
njih dihal z mikroorganizmi pride Ze v
prvem letu Zivljenja; poleg normalne mi-
krobiote pa lahko Zrelo kolonizirajo tudi
potencialno patogene bakterije, kot so be-
tahemoliti¢ni streptokoki skupine A, Strep-
tococcus pneumniae, Haemophilus influenzae
in Moraxella catarrhalis, ki so lahko priso-
tni trajno ali obcasno, v redkih primerih
pa povzrocajo bolezen. Virusi zgornjih di-
hal praviloma ne kolonizirajo (1, 3). Okuz-
be spodnjih dihal najpogosteje povzrocajo
bakterije in virusi, medtem ko se z drugi-
mi mikroorganizmi (glive, paraziti) srecu-
jemo v dolocenih okolis¢inah, npr. pri ose-
bah z okvarjenim imunskim sistemom (2).
S sodelovanjem leceCega zdravnika in
mikrobiologa lahko pridobimo optimalen
vzorec za preiskave in ustrezno interpreti-
ramo izvid.

OKUZBE SPODNJIH DIHAL,
ODVZEM IN TRANSPORT KUZNIN

A. Bronhitis in bronhiolitis

Akutni bronhitis je samoomejujoce se
vnetje velikih in srednje velikih dihalnih
poti, ki ga vecinoma povzrocajo virusi, v
manjSem delezu pa dokazemo bakterijski
vrsti Mycoplasma pneumoniae in Chlamydia
pneumoniae. Diagnoza je praviloma pos-
tavljena klini¢no, ob sumu na bakterij-
ske povzrocitelje ali virus influence se v
prvih dnevih bolezni odvzamejo kuznine
iz nosno-Zrelnega prostora ali Zrela (1-4).
Akutno poslabSanje kronic¢nega bronhi-
tisa povzrocajo virusi in bakterije H. in-
fluenzae, M. catarrhalis, S. pneumoniae, M.
pneumoniae, C. pneumoniae, Pseudomonas
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aeruginosa. Bris nosno-Zrelnega prostora
za kultivacijo bakterij ni optimalen, saj je
v primeru bakterijske rasti tezko lociti, ali
gre za povzrocitelja bolezni ali kolonizaci-
jo. Ustreznejsi kuznini sta izzvani izme-
Cek in sec za doloCitev topnega antigena za
S. pnuemoniae. Povzrocitelja bronhitisa do-
kazemo v 5-40 % primerov (1, 3, 4). Bron-
hiolitis je najpogostejsa okuzba spodnjih
dihal pri otrocih do drugega leta staros-
ti, povzrocitelji so ve¢inoma virusi, pred-
vsem respiratorni sincicijski virus (RSV).
Pri starejSih otrocih in mlajsih odraslih s
paroksizmalnim kasljem pomislimo na
oslovski kaselj (1, 3, 4).

Za odvzem brisa nosno-zrelnega pros-
tora vstavimo tanek bris skozi nos po dnu
nosne votline do zadnje stene nosnega dela
zrela in ga nekajkrat nezno zavrtimo okoli
osi. Bris za molekularni dokaz virusov vs-
tavimo v 2-3 ml transportnega gojisca za
viruse, v laboratorij ga prenesemo v dveh
urah pri sobni temperaturi (ST) ali najka-
sneje v24-48 urah pri 4 °C. Bris za kultiva-
cijo bakterij in gliv vstavimo v transportno
gojisce Amies/Stuart, ki ni hranilno,a omo-
gocCa, da bakterije ostanejo viabilne, ob ce-
mer se le malo pomnoZujejo. Bris prenese-
mo v laboratorij v dveh urah ali najkasneje
v 24 urah pri ST. Bris brez transportnega go-
jisca za kultivacijo bakterij in gliv takoj po
odvzemu prenesemo v laboratorij, shranje-
vanje oz. daljsi transport ni dovoljen. Alter-
nativni kuznini za dokaz mikroorganizmov
v diagnostiki bronhitisa sta izpirek Zrela -
bolnik spere usta z vodo, nato 30 sekund
grgra 2 ml sterilne fizioloske raztopine in
jo izpljune v sterilno posodico - ter izpirek
nosno-zrelnega prostora. Tako pridobljene
kuZnine v sterilni posodici prenesemo v la-
boratorij v dveh urah pri ST, v primeru dalj-
Sega transporta pa v 24 urah pri4 °C (3,5-7).

Za dokaz C. pnuemoniae in M. pneumo-
niae dakronski bris vstavimo v Zrelo in ga
mocno podrgnemo po sluznici nebnic in
Zrela. Bris v tekocem gojis¢u za mikoplaz-
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meinviruse prenesemo v laboratorij v dveh
urah pri ST ali 4 °C, pri 4 °C je vzorec lah-
ko shranjen do 48 ur (3, 5-7). Alternativne
kuZznine pri intubiranem bolniku so aspi-

rat traheje, bronhoalveolarni lavat (BAL) ali
bronhoskopski vzorec z zas¢itenim krtace-
njem (angl. protected specimen brush, PSB) (3,
10) (Tabela 1).

Tabela 1: Laboratorijska diagnostika, odvzem in transport kuznin ob sumu na bronhiolitis,

bronhitis in oslovski kaselj.

Povzrocitelj Preiskava Najprimernejsa kuznina Prenos
Bronhiolitis
Virusi PCR, dokaz virusnega Izpirek nosu, bris NF, izpirek VTG ali SP, < 2 uri pri ST,
antigena NF, izpirek ali bris zrela najkasneje v 24-48 urah
pri4 °C
Akutni bronhitis
Bakterije
Mycoplasma PCR Bris Zrela, bris NF, aspirat NF Transportno gojisce,
pneumoniae < 2 uripri ST
Chlamydia PCR Bris NF Transportno gojisce,
pneumoniae <2 uripri ST
Virusi Izpirek nosu, bris NF, izpirek VTG ali SP,
NF, izpirek ali bris Zrela < 2 uri pri ST, najkasneje
Vv 24-48 urah pri 4 °C
Akutno poslab3anje kroni¢nega bronhitisa
Bakterije
Haemophilus ~ Barvanje po Gramu, Izmecek SP. < 2 uri pri ST,
influenzae aerobna kultura 2-24 ur pri 4 °C
Moraxella Barvanje po Gramu, lzmecek SP, < 2 uri pri ST,
catarrhalis aerobna kultura 2-24 ur pri 4 °C
Mycoplasma PCR Bris zrela, NF, aspirat NF Transportno gojisce,
pneumoniae < 2uripri ST
Chlamydia PCR Bris NF Transportno gojisce,
pneumoniae < 2 uripri ST
Streptococcus  Barvanje po Gramu, lzmecek SP, < 2 uri pri ST,
pneumoniae aerobna kultura, 2-24 ur 4 °C

Pseudomonas  Barvanje po Gramu,
aeruginosa aerobna kultura
Virusi PCR
Bordetella PCR in/ali kultura
pertussis,
Bordetella

parapertussis

Dokaz topnega
antigena v secu

PCR

Kultura

Spontano mokrenje,
najmanj 10 ml seca

SP, < 2 uri pri ST, 24 ur do 14
dnipri4 °Cali-20 °C
SP, < 2 uri pri ST,
2-24 ur pri 4 °C
VTG ali SP,
< 2 uri pri ST, najkasneje
v 24-48 urah pri 4 °C

lzmecek

|zpirek nosu, bris NF, izpirek
NF, izpirek/bris zrela

Oslovski kaselj

Bris NF (krta¢ni bris v
tekocem gojiscu Amies-
ESwab), aspirat NF
Bris NF (konica brisa iz
dakrona, rajona, poliuretana
ali poliestra), aspirat NF
Bris NF v selektivnem
gojis¢u Regan-Lowe ali
Bordet-Gengou), aspirat NF

< 2 uri pri ST, najkasneje
v 24-48 urah pri 4 °C

V 24 urah pri 4 °C

< 2 uri 0z. najkasneje
v 24 urah pri ST

Legenda: NF — nazofarinks (nosno-zrelni prostor), VTG — virusno transportno gojisce, SP — sterilna posodica,
ST — sobna temperatura
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B. Plju¢nica

Plju¢nica je akutna okuzba dihal, ki pri-
zadene distalne dele pljuc, najpogosteje
tudi alveole. Zunajbolnis$ni¢na plju¢nica
(ZBP) se pojavi v okolju zunaj bolnisniceali
v prvih 48 urah po sprejemu v bolnisnico.
Najpogosteje jo povzroca bakterijska vrsta
S. pneumoniae, sledijo respiratorni virusi
in bakterijske vrste Mycoplasma pneumo-
niae, Legionella pneumophila, Haemophilus
influenzae, Staphylococcus aureus ter vrste
iz reda Enterobacterales in rodu Pseudomo-
nas (2,11, 12). Vdo 30 % primerov so ugotav-
ljali meSane okuzbe z bakterijami in viru-
si(13). Bolni$ni¢na pljucnica je opredeljena
kot pljucnica, ugotovljena = 48 ur od spre-
jema v bolnignico. Ce se pojavi ve¢ kot 48
ur po endotrahealni intubaciji, jo opre-
delimo kot plju¢nico, povezano z mehan-
skim predihavanjem (angl. ventilation as-
sociated pneumonia - VAP). Najpogostejsi
povzrocitelji so bakterije, ki jih najdemo
v bolnisni¢nem okolju - S. aureus, entero-
bakterije, P. aeruginosa, Acinetobacter ba-
umannii in Stenotrophomonas maltophilia,
ki so lahko veckratno odporne. Problem
pljucnice, povezane z mehanskim predi-
havanjem, je v tem, da je intubacija po-
vezana z mikrobno kolonizacijo spodnjih
dihal in se pojavi Ze po 12 urah. Tudi z in-
vazivnim odvzemom kuZznin iz spodnjih
dihal se ne moremo povsem izogniti kon-
taminaciji kuznine z izlocki in mikrobio-
to ustno-zrelnega prostora, hkrati pa ni-
mamo idealne metode, s katero bi lahko
lo¢ili kolonizatorje od dejanskih povzroci-
teljev okuzbe (2, 11, 12). Zato se je v nekate-
rih okoljih uveljavilo priporocilo kvantita-
tivne kulture teh vzorcev, s ¢imer bi lazje
razlikovali med kolonizirajocimi bakte-
rijami in tistimi, ki dejansko povzroca-
jo okuzbo, pri cemer so mejne vrednosti
odvisne od vzorca in znasajo 105°° CFU/ml
za aspirat traheje, 10* CFU/ml za BAL ter
103 CFU/ml za zasCiteno krtacenje. Speci-
fi€nost preiskave na ta nacin sicer izbolj-
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$amo, a ima tovrstna obdelava kuznin iz
spodnjih dihal tudi Stevilne diagnosti¢ne
omejitve (2). Rutinska mikrobioloska dia-
gnostika pri ambulantno zdravljenih bol-
nikih se ne priporoca, izjema je pregled iz-
mecka v primeru odpovedi zdravljenja oz.
diagnostika po presoji lececega zdravnika
glede na bolnikova pridruzena stanja, spe-
cifi¢ne epidemioloske podatke ali pred-
hodno antibioti¢no zdravljenje. Pri bolni-
$nicno obravnavani pljucnici se praviloma
odvzamejo kuznine za mikrobioloske pre-
iskave pred uvedbo antibiotika (2, 11). Naj-
novejSe smernice ameriskega zdruzenja za
infekcijske bolezni skupaj zameriskim to-
rakalnim zdruZenjem (angl. Infectious Di-
seases Society of America/American Thora-
cic Society, IDSA/ATS) navajajo neinvazivni
odvzem kuzZnin (14).

Ustrezne kuznine za diagnostiko pov-
zroCiteljev pljucnice so vzorci iz spodnjih
dihal, ki jih lo¢imo na pridobljene neinva-
zivno (izmecek, endotrahealni aspirat, mini-
BAL) in invazivno (BAL, zasciteno krtacenje
z bronhoskopijo in brez nje, bronhoskopsko
pridobljen koscek tkiva). Bolniki s pljucni-
co, ki jo povzrocajo klamidije, legionela, mi-
koplazma in virusi, izmecka pogosto sploh
nimajo. Pri pljucnici, ki je obravnavana v
bolni$nici, so v pomo¢ tudi kuznine s pri-
marno sterilnih mest, npr. kri za hemokul-
turo in vzorec plevralnega izliva, pridobljen
s punkcijo. Vvzorcu seca dolo¢imo topni an-
tigen za dokaz S. pneumoniae in L. pneumop-
hila (2, 3). Pri sumu na aspiracijsko plju¢nico,
kjer pricakujemo meSano aerobno-anaerob-
no bakterijsko okuzbo, je optimalen vzorec
spodnjih dihal pridobljen z zascitenim krta-
Cenjem (3).

Kuznine, odvzete s primarno

nesterilnega podrocja

Neinvazivno odvzete kuznine
Izmecek (sputum) je najpogosteje od-
vzeta kuznina v diagnostiki pljucnice, ki
jo povzrocajo tipi¢ni bakterijski povzro-
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Citelji. Najprimernejsi je prvi jutranji iz-
mecek. Bolnik si pred odvzemom teme-
ljito spere usta in z zobno krtacko umije
zobe. Po potrebi odstrani zobno protezo.
V sterilno posodico z navojem globoko
izkaslja vsaj 1 ml izmecka. Zdravstveni
delavec bolniku pokaze pravilno ravna-
nje s posodico, da se izogne kontamina-
ciji. Za ustrezno interpretacijo rezultata
je izrednega pomena, da pridobimo iz-
mecek iz spodnjih dihal, ki ni kontami-
niran z ustno mikrobioto, kar ocenimo
v laboratoriju z mikroskopskim pregle-
dom vzorca izmecka po citoloskih krite-
rijih. Nadaljnja obravnava neustrezne-
ga vzorca (ve€ kot 10 epitelijskih celic in
manj kot 25 polimorfonuklearnih celic/
vidno polje pri 10-kratni povecavi) se ne
priporoca. Izmecek prenesemo v labora-
torij v dveh urah pri ST ali najkasneje v
24 urah pri4 °C(3,3,14).

Izzvani izmecek (inducirani sputum):
induciranje izmecka je metoda, s kate-
ro lahko pri bolniku, ki slabo izkaslju-
je oz. nima izmecka, usposobljeno zdra-
vstveno osebje spodbudi izlocanje sluzi
iz dihalnih poti. Vzorec, ki ga obicajno ob
kaslju izlo¢imo iz ust,imenujemo izzva-
ni izmecek in izhaja pretezno iz sapni-
ka in vedjih bronhov, medtem ko je de-
lez iz perifernih dihalnih poti manjsi
(15). Inducirani izmecek se najpogosteje
pridobi z vdihavanjem aerosolov hiper-
tonicne solne raztopine, ki jih proizva-
ja ultrazvo¢ni razprsilec. Kapljice solne
raztopine drazijo sluznico, sprozijo ka-
Selj in povzrocijo izkasljevanje izmecka
(16). Tak vzorecje vodén, zato jasno ozna-
¢imo, da gre za izzvani izmecek. Vsaj 1 ml
tako pridobljene kuznine posljemo v la-
boratorij v sterilni posodici z navojem v
dveh urah pri STali v24 urah pri4 °C (5).
Aspirat traheje pridobimo pri intubira-
nih bolnikih z aspiracijo vsebine spod-
njih dihal. Preiskava je razmeroma pre-
prosta, vendar je veljalo mnenje, da je v

primerjavi z bronhoskopsko pridobljeni-
mi vzorci zaradi verjetne kontaminacije
z izlocki iz zgornjih dihal manjvredna v
diagnostiki pljucnice, povezane z me-
hanskim predihavanjem, cesar pa v raz-
licnih $tudijah niso potrdili (17). Smer-
nice IDSA/ATS pri intubiranih bolnikih
navajajo odvzem aspirata traheje (1,7,13).
Najmanj 1 ml vzorca v sterilni posodici
z navojem posljemo v laboratorij v dveh
urah pri ST, v primeru daljSega transpor-
ta pa v 24 urah pri 4 °C. Konica tubusa ni
ustrezen vzorec za mikrobiolosko dia-
gnostiko pljucnice, povezane z mehan-
skim predihavanjem (1, 3, 6).

Mini-BAL je slepa, nebronhoskopsko
vodena preiskava, s katero pridobimo
vzorec iz spodnjih dihal pri mehansko
predihavanem bolniku. Z zascitenim
dvojnim katetrom (teleskopski kate-
ter) izkuSeno zdravstveno osebje dose-
ze spodnja dihala, vbrizga majhno koli-
Cino sterilne fizioloske raztopine, ki jo
ponovno aspirira in shrani v sterilno po-
sodico. Najmanj 1 ml vzorca prenesemo
v laboratorij v dveh urah pri ST ali v 24
urah pri4 °C(1,3,6).

Antigenski testi iz seca: pri odraslih bol-
nikih z zmerno hudo ali hudo obliko ZBP
ter pri hospitaliziranih bolnikih z ZBP
se svetuje dokaz topnega pnevmokok-
nega antigena v secu. Obcutljivost tega
diagnosti¢nega pristopa je ocenjena na
57-86 %, specifi¢nost praviloma presega
96 %. Negativen rezultat tako ne izklju-
¢uje pnevmokokne pljucnice (18,19). Mi-
krobioloske preiskave za potrditev legi-
oneloze so potrebne pri vseh bolnikih z
zmerno hudo in hudo obliko pljuéni-
ce, ob dejavnikih tveganja in v primeru
izbruhov. Legionelozo lahko potrdimo z
dokazom topnega antigena bakterije L.
pneumophila seroloske skupine 1 v secu,
pri Cemer se moramo zavedati moznos-
ti negativnega rezultata zgodaj v po-
teku bolezni ali v primeru okuzbe z L.
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pneumophila iz drugih seroloskih sku-
pin. Zato v primeru utemeljenega suma
na legionelozo in negativnega rezultata
antigena v secu diagnostiko dopolnimo
z dokazom legionele v vzorcih spodnjih
dihal z metodo PCR, Ce je to mogoce, saj
ti bolniki najpogosteje nimajo izmec-
ka (20, 21). V sterilno posodico z navojem
odvzamemo najmanj 10 ml seca s pro-
stim mokrenjem ter posljemo v labo-
ratorij v dveh urah pri ST ali v primeru
daljSega transporta po navodilu proizva-
jalca v24 urah do 14 dneh pri 4 °C ali pri
-20°C(3,6).

Invazivno odvzete kuznine

BAL: med bronhoskopiranjem se v spo-
dnja dihala vbrizga majhna kolic¢ina fi-
zioloSke raztopine, ki se nato aspirira in
shranivsterilno posodico.Vecjivolumen
kuznine v primerjavi z bronhoskopskim
vzorcem z za$Citenim krtacenjem omo-
goca vecjo obcutljivost, pricakovana pa
je manjsa specificnost, saj se vzorec po-
gosteje kontaminira z ustno mikrobioto.
S kvantitativno obdelavo lahko izboljsa-
mo specifi¢nost rezultata. Vzorec takoj
prenesemo v laboratorij pri ST ali najka-
sneje v 48 urah pri 4 °C (7,10,22).

Zasciteno krtacenje: preiskavo pravilo-
ma izvaja izkuSen bronhoskopist, ki s
teleskopskim, na distalnem delu zasci-
tenim katetrom s krtacenjem dihal-
nih poti odvzame vzorec za preiskave.
Tako odvzeta kuznina zagotavlja relativ-
no dobro specifi¢nost, slabost preiska-
ve je majhen volumen odvzete kuznine
(0,001-0,01 ml), predvsem v primerjavi
z BAL. Ob preiskavi se lahko poskoduje-
jobolnikova dihala. Specifi¢nost preiska-
ve povecamo s kvantifikacijo. Z rezultati
Studij niso mogli ne ovreci ne dokaza-
ti, da bi s tako pridobljenimi vzorci spo-
dnjih dihal izboljsali klini¢ni izid. Vzorec
prenesemo v laboratorij v dveh urah pri
STali najkasneje v 24 urah pri 4 °C (7,10).
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sterilnih mest
Hemokulture so v pomo¢ v diagnosti-
ki hude pljucnice, saj je preiskava visoko
specifi¢na, a je obcutljivost nizja od 20 %
(1-3, 5). Kri za hemokulturo odvzamemo
pred uvedbo antibioti¢nega zdravljenja,
5-10 ml v aerobno in anaerobno stekle-
nicko z gojis¢em. Cim hitreje jih vstavi-
mo v hemokulturni aparat, pri ST lahko
pocakajo do 4 ure (5, 6).
Punktat plevralne tekocine: priblizno
40 % pljucnic spremlja plevralna efu-
zija, specificnost kulture je zelo visoka,
obcutljivost pa nizka. V sterilno poso-
dico prenesemo najmanj 2 ml punktata
in takoj po3ljemo v laboratorij. Ce vzo-
rec odvzamemo zunaj delovnega casa la-
boratorija, 3-10 ml vzorca vbrizgamo v
anaerobno hemokulturno steklenicko
in shranimo pri ST (1-3, 5, 6) (Tabela 2).
Koscek pljucnega tkiva: shranimo v ste-
rilni posodici z navojem, Ce je majhen, ga
prelijemo z manjso kolicino sterilne fi-
zioloske raztopine. Vzorec takoj prene-
semo v laboratorij, shranjevanje je moz-
no do 48 ur v tioglikolatnem bujonu pri
ST(1-3,5,6).

C. Pljuéni absces

Absces iz spodnjih dihal sterilno punkti-
ramo, najmanj 1 ml kuznine v brizgi, za-
prti z zamaskom ali zasCitenim tulcem
najpozneje v 15 minutah prenesemo v la-
boratorij. Punktat abscesa, vbrizgan v tio-
glikolatni bujon, pri ST lahko pocaka do 48
ur (1-3, 5, 6).

D. Oslovski kaselj

Najprimernejsi vzorec za mikrobiolosko
diagnostiko oslovskega kaslja je dokaz
bakterijskih vrst Bordetella pertussis in Bor-
detella parapertussis v prvih dveh tednih
po zaletku bolezenskih znakov na slu-
znici dihal. Za neposredni dokaz povzro-
Citeljev oslovskega kaslja z molekularno



Julija Germ, Katja Seme | Odvzem in transport vzorcev za mikrobioloske preiskave pri okuzbah spodnjih dihal I

Tabela 2: Odvzem in transport mikrobioloskih vzorcev ob sumu na bakterijsko plju¢nico.

Povzrocitelj

Preiskava

Najprimernejsa kuznina

Transport

Streptococcus
pneumoniae

Staphylococcus
aureus

Haemophilus
influenzae
Enterobacterales

Pseudomonas
aeruginosa

Legionella spp.

Mycoplasma
pneumoniae

Chlamydia
pneumoniae

Mesana
anaerobna
mikrobiota

(aspiracijska
plju¢nica)

Razmaz po Gramu,
aerobna kultura

Dokaz topnega
antigena v secu
Razmaz po Gramu,
aerobna kultura
Razmaz po Gramu,
aerobna kultura
Razmaz po Gramu,
aerobna kultura
Razmaz po Gramu,
aerobna kultura
Dokaz topnega
antigena v secu (L.
pnuemophilla)
Kultura na BCYE

PCR

PCR

PCR

Razmaz po
Gramu, aerobna in
anaerobna kultura

Bakterije

|Izmecek, bronhoskopsko
odvzeti vzorci

Spontano mokrenje,
najmanj 10 ml seca
|lzmecek, bronhoskopsko
odvzeti vzorci

Izmecek, bronhoskopsko
odvzeti vzorci

Izmecek, bronhoskopsko
odvzeti vzorci

Izmecek, bronhoskopsko
odvzeti vzorci

Spontano mokrenje,
najmanj 10 ml seca

Izzvan izmecek,
bronhoskopsko odvzeti
VZOrci
Izzvan izmecek,
bronhoskopsko odvzeti
VZOrci

Bris zrela, bris NF, izmecek,

BAL

Bris NF, izpirek zrela,
izmecek, bronhoskopsko
odvzeti vzorci

Zasciteno krtacenje

Plevralni punktat

SP, do 2 uri pri ST,
do 24 ur pri 4 °C

SP, do 24 ur pri ST, 1-14 dni
pri 4 °C ali =20 °C
SP, do 2 uri pri ST,
do 24 ur pri 4 °C
SP. do 2 uri pri ST,
do 24 ur pri 4 °C
Sterilna posodica, do 2 uri
pri ST, do 24 ur pri 4 °C
SP. do 2 uri pri ST,
do 24 ur pri 4 °C
SP, do 24 ur pri ST, 1-14 dni
pri 4 °C ali —20 °C

SP. do 2 uri pri ST,
do 24 ur pri 4 °C
SP. do 2 uri pri ST,
do 24 ur pri 4 °C

Transport v M4-gojiscu ali
drugem ustreznem gojiscu
pri ST ali pri 4 °C do 48 ur ;
>48 ur pri =70 °C
Transport v M4-gojiScu ali
drugem ustreznem gojiscu
pri ST ali 4 °C do 48 ur;
>48 ur pri =70 °C
SP z 1 ml tioglikolata
ali sterilne fizioloske
raztopine,
do 2 uri pri ST
SP, do 60 minut pri ST
Transportno gojisce za
anaerobe, do 72 ur pri ST

Kratice: SP — sterilna posodica, ST — sobna temperatura, BCYE — gojisce s cisteinom L
in Zelezovimi solmi, angl. buffered charcoal yeast extract

preiskavo (PCR) odvzamemo aspirat nos-
no-zrelnega prostora ali nosni del Zrela
obriSemo z dakronskim brisom. Za kulti-
vacijo B. pertussis/parapertussis bris nosne-
ga dela Zrela vstavimo v transportno go-
jiSce Regan-Lowe oz. odvzamemo aspirat
nosnega dela zrela, ki ga shranimo v steril-
ni posodici. Kuznine prenesemo v labora-
torij v dveh urah pri ST ali najkasneje v 24

urah pri ST (8). Novejsi pristop je uporaba
patentiranega najlonskega krtacnega bri-
sa v 1 ml tekocega gojis¢a Amies (Copan
ESwab®), ki je primerno za kultivacijo in
PCR (6, 9). Po odvzemu kuznine je treba
bris pustiti v gojis¢u. Krtacni bris v teko-
¢em gojiS¢u Amies prenesemo v laborato-
rij vdveh urah pri ST ali najkasnejev24-48
urah pri4 °C(3,5-7) (Tabela ).

93



1 10. Likarjev simpozij

E. Cisti¢na fibroza

Pri bolnikih s cisti¢no fibrozo lahko za-
radi kroni¢nega vnetja dihal poslabSanje
bolezenskega stanja povzroca Sirok nabor
mikroorganizmov. Pri mlajsih bolnikih
najpogosteje izoliramo S. aureus, S. pneu-
moniae, H. influenzae, pri nekoliko starej-
$ih otrocih postanejo pomembni patogeni
po Gramu negativni nefermentativni ba-
cili (P. aeruginosa, ki zaradi oksidativnega
stresa porasca v obliki biofilma), S. maltop-
hilia, Achromobacter xylosoxidans, bakteri-
je iz kompleksa Burkholderia cepacia, glive
in plesni. Mozne so tudi okuZbe z netu-
berkuloznimi mikobakterijami, npr. vrste
iz kompleksa Mycobacterium abscessus in
Mycobacterium avium. Najprimernejsi vzo-
recjeizmecek, pribolnikih, ki izmecka ni-
majo, lahko na mikrobiolosko preiskavo
posljemo izpirek ustnega zZrela ali nosne-
gadelazrela, BAL, nakasljan brisaliizzvan
izmecek (23, 24). Kuznine za kultivacijo
bakterij in gliv prenesemo v sterilni poso-
dici vlaboratorij v dveh urah pri ST ali naj-
kasneje 24 urah pri 4 °C. Kuznine za dokaz
virusov posljemo v laboratorij v transpor-
tnem gojiscu za viruse (bris) ali v sterilni
embalazi v dveh urah pri ST ali najkasneje
v24urah prig °C(3).

F. Plju€na tuberkuloza

Bakterije iz kompleksa Mycobacterium tu-
berculosis pri osebah z vztrajajo¢im pro-
duktivnim kaSljem i$¢emo v izmecku,
Se zlasti Ce ga spremlja oslabelost, izguba
teze, nocno potenje ali tveganje za tuber-
kulozo (2). Za identifikacijo povzrocitelja
pridobimo trivzorce 5-10 ml jutranjegaiz-
mecka, oddanega ob razli¢nih dnevih. Ce
bolnik izmecka nima, pridobimo izzvan
izmecek. Predvsem pri otrocih lahko pri-
dobimo kuznino tudi z jutranjo lavazo ze-
lodca, ki jo izvedemo pred jutranjim zau-
Zitjem hrane ali zdravila oz. najmanj 8 ur
po zadnjem zauzitju. Pridobimo 5-10 ml
vzorca, ki ga nevtraliziramo v 100 mg na-
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trijevega karbonata (3, 5). KuZnine v labo-
ratorij po§ljemo v sterilni posodici v2 urah
pri ST ali v 24 urah pri 4 °C (3). Transport
kuznin v laboratorij ne sme biti daljsi od
24 ur (5).

G. Pljuénica pri bolnikih

z imunsko pomanjkljivostjo
Bolnike s prirojeno ali pridobljeno imun-
sko pomanjkljivostjo ogrozajo vsi obicaj-
ni patogeni, ki povzrocajo okuzbe dihal, Se
zlasti pozorni pa moramo biti tudinaglive,
viruse in parazite. Pri bolnikih z imunsko
pomanjkljivostjo, ki navajajo tezko diha-
nje in vrocino, iS¢emo tudi glivo Pneumo-
cistis jirovecii, ki povzroca pnevmocisti¢no
pljucnico (PCP). Gliva je pogosto prisotna
tudi v pljucih zdravih oseb in ne povzroca
bolezenskih znakov. Za diagnostiko PCP
pridobimo bronhoskopske vzorce (BAL, iz-
pirek bronha, odvzem z zas¢itenim krta-
Cenjem), spontan ali izzvan izmecdek (3).
Vzorce za molekularni dokaz P. jirovecii
posljemo v laboratorij v dveh urah pri ST
ali v najvec 24 urah pri 4 °C, za dokaz an-
tigena P. jirovecii v kuznini je dovoljen po-
daljSan transport do 4 ure pri4 °C (6).

ZAKLJUCEK

Kljub vse bolj naprednim tehnikam v na-
boru mikrobioloskih preiskav sta osnov-
na pogoja za kakovosten izvid odvzem
ustreznega vzorca v ustreznih okolis¢inah
ter primerno shranjevanje in transport
vzorca. Podrocje zgornjih dihal je bogato
z normalno mikrobioto, kar omejuje na-
tancnost in oteZi interpretacijo rezulta-
tov mikrobioloske diagnostike okuzb spo-
dnjih dihal. Predolg transport, predhodno
antibioti¢no zdravljenje ali neustrezno iz-
brana preiskava lahko vplivajo na rezul-
tat. Zato je pri interpretaciji rezultatov po-
trebna kriti¢na presoja, za kar je potrebno
dobro sodelovanje ter izmenjava informa-
cij med lece¢im zdravnikom in klini¢nim
mikrobiologom (3).
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Posebnosti odvzema in transporta
vzorcev za parazitoloske preiskave

Exceptions to the collection and transport of specimens for the detection of
parasites

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: paraziti, parazitoze, vzorci, odvzem, prenos

V prispevku so opisane posebnosti pri odvzemu in prenosu vzorcev za parazitoloSke
preiskave. Laboratorijska diagnostika parazitoz zajema mikroskopski, lahko tudi mak-
roskopski pregled vzorcey, kultivacijo, dokaz antigenov parazita, molekularne in serolo-
Ske preiskave. Glede na vrsto preiskave se odvzem in pogoji prenosa pri posameznem
vzorcu lahko razlikujejo. V. pomoc pri izbiri vzorca, odvzemu in pogojih transporta so
navodila na spletni strani Instituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete
Univerze v Ljubljani. Pogoj za uspesno diagnostiko parazitskih okuzb je dobra komuni-
kacija klinicnega zdravnika s parazitoloSkim laboratorijem.

ABSTRACT

KEY WORDS: parasites, parasitoses, samples, sampling, transport

This article describes exceptions to the collection and transport of specimens for the
detection of parasites in patients with suspected parasitic disease. Laboratory diagnosis
of parasites is made by microscopy, sometimes also by macroscopic examination, cul-
turing, antigen detection, molecular and serological tests. Sample collection and tran-
sport may differ depending on the detection method used. The information and advice
on choosing the right sample, sampling method and transport conditions is available on
the website of the Institute of Microbiology and Immunology, Faculty of Medicine, Uni-
versity of Ljubliana. Good communication between clinician and laboratory is crucial
for successful parasite diagnostics.

UvoD vzorcev v laboratorij. Zavedati se moramo,
Prinarocilu parazitoloske preiskavejetre-  da prisotne okuZbe morda ne bomo potr-
ba upostevati, da bodo rezultati odvis-  dili, e vzorec ni pravilno odvzet in prene-

ni tudi od ustreznega odvzema in prenosa  sen. Pomembni podatki za usmeritev la-

1 Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4,
1000 Ljubljana. Korespondenca/correspondence: urska.glinsek@mf.uni-|j.si, barbara.soba@mf.uni-j.si
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boratorijske diagnostike v parazitoloskem
laboratoriju so poleg osnovnih podatkov
(klini¢ni znaki in simptomi, morebitna
terapija idr.) tudi bolnikovo imunsko sta-
nje ter zgodovina potovanj in bivanj, zato
spodbujamo dosledno navajanje teh po-
datkov.

Material odvzamemo v natancno ozna-
éeno, Cisto embalaZzo z zamaskom, ki dob-
ro tesni, da vsebina ne iztece oziroma se ne
izsusi. Z vsakim materialom delamo previ-
dno, saj je prav vsak lahko vir okuzbe, veci-
na kuznin pa je tudi neponovljivih (1). Na-
potki za odvzem in transport vzorcev za
parazitoloske preiskave v Laboratoriju za
parazitologijo InStituta za mikrobiologijo
in imunologijo (IMI) Medicinske fakulte-
te Univerze v Ljubljani so dostopni na nasi
spletni strani (https://imi.si/katalog-prei-
skav/). V primeru nejasnosti oz. posebnosti
glede odvzema in prenosa kuznine je naj-
boljsi posvet s parazitoloskim laboratori-
jem. Za nekatere kuznine in preiskave je
treba o narocilu preiskave predhodno ob-
vestiti laboratorij, da se ta ustrezno prip-
ravi (predvsem priprava ustreznih gojisc),
ob tem pa lahko naro¢niku tudi svetujemo
glede pravilnega odvzema in transporta.

POSEBNOSTI PRI ODVZEMU
IN PRENOSU VZORCEV

Blato

Patogeni paraziti, ki jih najdemo v blatu
¢loveka, sodijo med prazivali in helminte.
Za preiskavo na parazitsko okuzbo se bla-
to bolniku odvzame pred zdravljenjem v
za to namenjene posodice z zlicko in z za-
maski, ki dobro tesnijo in s tem preprecijo
iztekanje in izsuSitev odvzetega materia-
la (1). Priporocamo, da se napolnjene po-
sodice zaradi varnosti vstavijo v zas¢itno
plasti¢no vrecko. Blata nikoli ne zamrzu-
jemo ali segrevamo na 37 °C. Za preiska-
vo so potrebni najmanj trije vzorci blata
po dva do pet gramov, odvzeti v razli¢nih
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dneh, najbolje vsak drugi dan. Ciste in jaj-
Ceca parazitov se v blatu namre¢ ne izlo-
ajo stalno, zato z veckratnim odvzemom
blata v razli¢nih dneh povecamo obcutlji-
vost preiskave. S pregledom enega same-
ga vzorca blata doseZemo le 40-50-o0dsto-
tno obcutljivost. Ce obstaja sum, da ima
bolnik ¢revesno amebozo, se celo pripo-
roca odvzem Sestih vzorcev blata v Sestih
razli¢nih dneh znotraj 14-dnevnega in-
tervala, s ¢imer preiskava blata na Enta-
moeba histolytica doseZe obcutljivost 90 %
(1, 2). Blato bolnika se pregleda tudi po za-
kljucenem zdravljenju. Pri okuzbi s prazi-
valmi se trije vzorci blata pregledajo tri do
Stiri tedne po zdravljenju, pri okuzbi s hel-
minti pa pet do Sest tednov po zakljucku
zdravljenja (1).

Ce ima bolnik drisko in je blato teko-
Ce, je od parazitskih okuzb najbolj verjet-
na okuzba s prazivalmi. Ob hudih driskah
so te lahko v blatu prisotne le v obliki tro-
fozoitov, ki zunaj gostitelja hitro propadejo.
Zato je pomembno, da mikroskopski pre-
gled izvedemo ¢im prej, najkasneje v 30 mi-
nutah po odvzemu. Vtem primeru blato do
pregleda hranimo na sobni temperaturi. Ce
transport vzorcev v parazitoloski laborato-
rij v tem ¢asu ni mogo¢, odvzamemo blato
v posodice, ki so polnjene s konzervansom.
Ta konzervira parazite v blatu (omogoci oh-
ranitev njihove morfologije, prepreci na-
daljnji razvoj jajcec in li¢ink helmintov) in
hkrati zasciti mikrobiologa pred morebitno
okuzbo. Blato lahko v posodici s konzervan-
som hranimo pri 2-8 °C ali na sobni tem-
peraturi e 1-2 dni po zadnji napolnjeni po-
sodici (1).

Pri bolnikih brez driske, pri katerih za-
radi drugih znakov/simptomov sumimo na
Crevesno parazitozo, je bolj verjetna okuz-
ba s helminti. Jajceca helmintov so izredno
odporna, zato lahko formirano blato odvza-
memo tudi v posodico brez konzervansa in
hranimo pri 2-8 °C do 24 ur po odvzemu.
Ce transport vzorcev formiranega blata v
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parazitoloski laboratorij v tem ¢asu ni mo-
goc, odvzamemo blato v posodice s konzer-
vansom in jih nato hranimo od 1do 2 dni pri
2-8 °Cali na sobni temperaturi (1).

Za molekularno diagnostiko blato hra-
nimo do 24 ur pri 2-8 °C in ga odvzamemo
v posodico brez konzervansa. Nekateri kon-
zervansi namrec¢ lahko povzrocijo fragmen-
tacijo ali poskodujejo DNK parazita, zara-
di Cesar so mozni lazno negativni rezultati
molekularne preiskave (1).

Naro¢nikom preiskav blata na parazi-
te v Laboratoriju za parazitologijo IMI je na
voljo komplet treh posodic za odvzem in
prenos vzorcev blata (Slika 1). Prvi dve po-
sodici sta polnjeni s konzervansom, tretja
paje prazna in je namenjena kultivaciji pa-
razitov iz blata in morebitnim molekular-
nobioloskim preiskavam. Bolnik oz. zdra-
vstveni delavec odvzame blato v posodice
v treh razli¢nih dneh, najbolje po en vzo-
rec vsak drugi dan, po navodilih, ki so prilo-
Zena kompletu. Pomembno je, da se v poso-
dice s konzervansom blato polni do oznake,
ker le ustrezna polnitev zagotovi pravilno
razmerje med vzorcem in konzervansom
(3). Ob napolnitvi vseh treh posodic, pri ce-
mer je zadnji vzorec odvzet v posodico brez
konzervansa, se ustrezno oznacen komplet
poslje v laboratorij skupaj z izpolnjenim
spremnim listom (2).

Ob sumu na okuzbo z glisto Enterobius
vermicularis (podancica) je obcutljivost prei-
skave veliko vecja, e namesto blata bolniku
odvzamemo perianalni odtis. Jajceca E. ver-
micularis namrec¢ najdemo v blatu le pri 5 %
okuzenih ljudi (2). Perianalni odtis odvza-
memo bolniku zjutraj, preden gre na stra-
nisce in preden se umije, saj samice parazita
ponoci odlagajo jajceca na perianalne gube.
Pomembno je, da za odvzem odtisa upora-
bimo prozoren lepilni trak, ki ga po odti-
su prilepimo na objektno stekelce (1). Od-
tis lahko hranimo na sobni temperaturi in
ga v laboratorij posljemo v ustrezni zasci-
tni embalazi. Okuzbo lahko izkljuc¢imo Sele

Slika 1: Komplet treh posodic za odvzem in
prenos blata na parazitolosko preiskavo, ki
je na voljo narocnikom preiskav Laboratorija
za parazitologijo Instituta za mikrobiolo-
gijo in imunologijo Medicinske fakultete
Univerze v Ljubljani. Prvi dve posodici sta
polnjeni s konzervansom, vanju se odvza-
me prva dva vzorca blata, tretja posodica, v
katero se shrani zadnji vzorec, pa je prazna
in namenjena kultivaciji parazitov iz blata in
molekularnobioloskim preiskavam.

po pregledu stirih do Sestih negativnih od-
tisov, odvzetih v razli¢nih dneh (1).

Ob sumu na okuzbo z glisto Strongylo-
ides stercoralis je priporocljiv odvzem vec
zaporednih vzorcev blata, prav tako v raz-
licnih dneh. Pri mikroskopskem pregledu
enega vzorca je obcutljivost 30-odstotna,
medtem ko se pri pregledu sedmih vzorcev
blata, odvzetih v razli¢nih dneh, obcutlji-
vost poveca na skoraj 100 %. To Se zlasti velja
za bolnike s kroni¢no okuzbo, pri katerih je
parazitemija obi¢ajno nizka (1, 4). Blato bol-
nika s sumom na okuzbo s S. stercoralis 1ah-
ko tudi kultiviramo, s ¢imer povecamo ob-
cutljivost preiskave. Blato za kultivacijo je v
laboratorij treba poslati ¢im bolj sveZe, v po-
sodici brez konzervansa, da ostanejo licinke
parazita, ce so v blatu prisotne, do transpor-
ta v laboratorij Se Zive. Vzorce blata pred
prenosom lahko hranimo od 15 minut do 4
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ure, obvezno na sobni temperaturi in nika-
kor ne v hladilniku (1). V laboratoriju blato
odloZimo na posebno gojisce, zato je labo-
ratorij treba vnaprej obvestiti o odvzemu,
da to gojisce pravocasno pripravi. Gojisce z
nacepljenim blatom se pregleduje do 6 dni.
Odsotnost licink po kultivaciji sicer ne iz-
kljucuje okuzbe, je pa pri negativnih rezul-
tatih verjetnost okuzbe majhna. Poleg blata
je primerna kuznina pri sumu na strongi-
loidozo tudi sok dvanajstnika. Respirator-
ni vzorci in likvor so primerna kuznina pri
sumu na hiperinfekcijski sindrom in dise-
minirano okuzbo (3, 4, 5). V Laboratoriju za
parazitologijo IMI nudimo tudi molekular-
nobiolosko diagnostiko strongiloidoze. Za-
njo vzorcu ne sme biti dodan konzervans,
pred prenosom v laboratorij ga lahko hra-
nimo do 24 ur pri2-8 °C.

Urogenitalni vzorci

Trichomonas vaginalis dokazujemo z mo-
lekularnimi metodami, mikroskopskim
pregledom, lahko ga tudi gojimo v primer-
nem tekocem gojiscu. Pri sumu na okuz-
bo s prazivaljo T. vaginalis je najprimer-
nejsa kuznina bris noZnice ali se¢nice, ki
ga vstavimo v epruveto z ustreznim tran-
sportnim gojis¢em (6). Naro¢nikom pre-
iskave Laboratorija za parazitologijo IMI
jenavoljo transportno gojisce CAT broth™
(Slika 2) proizvajalca Copan (Italija). Poleg
nastetih so sprejemljive kuznine tudi prvi
curek urina in izcedek iz prostate, noznice
ali secnice ter ejakulat, ki jih odvzamemo
v sterilno plasti¢no posodico z navojem (6).
Ce zelimo mikroskopski pregled kuznine,
ga je treba v laboratoriju opraviti v 30 mi-
nutah po odvzemu. Kuznino do transpor-
ta hranimo na sobni temperaturi. Ce pre-
nos vzorcev v parazitoloski laboratorij v
tem casu ni mogo¢, jih hranimo pri 37 °C
do najvec 4 ure. Za molekularno diagno-
stiko se lahko ¢as do transporta v labora-
torij podalj$ana 24 ur, vzorec lahko do tak-
rat hranimo tudi pri2-8 °C (1).
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Slika 2: Transportno
gojis¢e CAT broth™
(Copan, ltalija) za
Trichomonas
vaginalis.

Urinarno shistosomozo, ki jo povzroca
metljaj Schistosoma haematobium, lahko po-
trdimo z dokazom jajcec v urinu (7). Najvec
jajcec se v urinu izlo¢a med poldnevom in
tretjo uro popoldan, zato ga je najprimerne-
je odvzeti v tem delu dneva. Lahko se zbira
tudi celodnevni urin. Za mikroskopsko pre-
iskavo ga odvzamemo v sterilno posodico
z navojem, pred prenosom v laboratorij ga
lahko hranimo do 24 ur pri2-8 °C ().

Vzorciiz oCesa

Pri sumu na okuzbo ocesa z amebami iz
rodu Acanthamoeba je najprimernejsa
kuznina postrzek roZenice, sprejemljive
kuZnine pa so $e kontaktna leca, bris roze-
nice in prekatna vodka (1). V Laboratoriju
za parazitologijo IMI je bila do nedavnega
osnovna diagnosti¢na metoda za diagno-
stiko akantamebnega keratitisa kultiva-
cijakuZnine na ustreznem gojiscu. Za kul-
tivacijo narocnik preiskave kuznino takoj
po odvzemu odlozi na gojisce Page z na-
cepljeno enterobakterijo, obicajno je to
Escherichia coli. Gojisce pripravimo na IMI,
in sicer po predhodnem narodilu. Naroc-
nik preiskave mora gojis¢e nujno naroci-
ti vsaj en dan pred nacrtovanim odvze-
mom kuznine. Nacepljeno gojisce lahko
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hranimo do 15 minut na sobni temperatu-
ri. Ce transport v parazitologki laboratorij
v predvidenem ¢asu ni mogoc, ga hranimo
do 4 ure pri 37 °C (1). Aprila 2022 smo v La-
boratoriju za parazitologijo IMI diagnosti-
ko akantamebnega keratitisa dopolnili z
molekularnobiolosko preiskavo, ki je bolj
obcutljiva od detekcije akantameb s kla-
sicnimi preiskavami, dodatna prednost pa
je tudi hitrejsi dokaz povzrocitelja. Zara-
di navedenih prednosti molekularno dia-
gnostiko ob sumu na akantamebni kera-
titis mocno spodbujamo. Za to preiskavo
naro¢nik kuznino odlozi v epruveto s ste-
rilno fiziolosko raztopino.

Druge posebnosti
LiSmaniozo neposredno dokazujemo s kla-
si¢nimi parazitoloskimi metodami (mi-
kroskopija, kultivacija) in molekularnimi
metodami. Pri sumu na kozno liSmanio-
z0 je najprimernejsa kuznina biopt z roba
kozZne spremembe. Najbolje je odvzeti vec
bioptov s »punch« biopsijo, sprejemljivi
kuznini sta Se aspirat ali postrzek kozne
spremembe (1). Ranoje pred odvzemom tre-
ba odistiti s 70-odstotnim alkoholom. Bio-
pt odloZimo v sterilno posodico z navojem,
vzorcu dodamo nekaj kapljic sterilne fizio-
loske raztopine, da se neizsusi, ali pa ga od-
loZimo na sterilno gazo, navlazeno s steril-
no fiziolosko raztopino (1). Kri pri sumu na
koZno liSmaniozo ni primeren vzorec, prav
takoniso primerne posredne seroloske pre-
iskave. Pri sumu na visceralno liSmaniozo
odvzamemo vsaj 1 ml sterilnega punktata
kostnega mozga, jeter, vranice, bezgavk in
pogojno tudi kri. Odvzamemo jih v sterilno
posodico z navojem ali epruveto (1). Vzorce
lahko hranimo do 4 ure na sobni temepra-
turi, Ce transport vzorcev v parazitoloski
laboratorij v tem ¢asu ni mogog, jih lahko
hranimo pri 2-8 °C do najvec 24 ur (1), kar
seveda ne velja za kultivacijo.

Malarija je nujno stanje, ki zahteva ta-
koj$njo postavitev diagnoze in ustrezno

zdravljenje. Laboratorijska diagnostika
malarije mora zato biti hitra in zanesljiva.
Hitri testi omogocajo prvo orientacijsko di-
agnostiko malarije Ze ob bolniku, dokonc-
no in natancnejSo diagnozo pa dobimo z
mikroskopskim pregledom obarvane goste
kaplje krvi in krvnega razmaza v laborato-
riju, kar je v diagnostiki malarije Se vedno
zlati standard (8). Pri morebitnih nejasnos-
tih ob postavljanju diagnoze so nam lahko
v pomo¢ molekularni testi (7, 9). Pri sumu
na malarijo je za mikroskopski pregled pri-
merna kuznina razmaz periferne krvi na
oznalenem objektnem stekelcu (1). Prime-
ren vzorec tako za mikroskopski pregled
kot tudi za molekularne preiskave in hitri
antigenski test je Se polna kri z dodatkom
EDTA. Odvzeti je potrebno vsaj 1 ml krvi,
najbolje ob napadu mrzlice. Vzorce lahko
hranimo na sobni temperaturi do 15 mi-
nut, ¢e prenos vzorcev v parazitoloski labo-
ratorij v tem ¢asu ni mogo¢, jih hranimo pri
2-8 °C do najvec 4 ure. Hiter prenos vzor-
cev krvi je pomemben predvsem pri mi-
kroskopskem pregledu, saj se ob dolgotraj-
nem hranjenju/transportu vzorca eritrociti
in tudi morfologija malarijskih parazitov
toliko spremenijo, da zanesljiva doloCitev
vrste plazmodija, ki je povzrocil malarijo, ni
vec vedno mogoca (3, 8).

ZAKLJUCEK

Mikrobioloske preiskave na parazitske
okuzbe ¢loveka so izredno raznolike, zato
je pri odvzemu in prenosu kuzZnin precej
posebnosti. V prispevku so predstavlje-
ne najpomembnejsSe. Zavedati se mora-
mo, da ob sumu na parazitsko okuzbo pre-
bavil odvzem vec (vsaj treh) vzorcev blata
v razli¢nih dneh mocno poveca obcutlji-
vost diagnostike in je zato zelo priporo-
¢ljiv, preden okuzbo dokoncno izkljuci-
mo. Ce sumimo na okuzbo s prazivalmi
prebavil, mora biti blato v laboratorij pri-
neseno hitro, najpozneje v 30 minutah, ce
to ni mogoce, pa ga odvzamemo v poso-
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dice, ki so polnjene s konzervansom. Ce je
vzorec namenjen za kultivacijo, mora biti
sveZ in brez dodanega konzervansa, pre-
nos v laboratorij pa hiter in napovedan. Za
uspes$no diagnostiko parazitskih okuzb
je kljuéna dobra komunikacija klini¢ne-
ga zdravnika s parazitolo§kim laboratori-
jem. Povzetek posebnosti pri odvzemu in
prenosu vzorcev je predstavljen v Tabeli 1.
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Kuznina/Vzorec

Preiskava

Embalaza

tekoce blato

Prazivali (in
helminti) prebavil

Mikroskopski pregled

Plasticna posodica z zlicko in
zamaskom z navojem

Molekularna diagnostika

Formirano blato

Helminti (in
prazivali) prebavil

Mikroskopski pregled

Molekularna diagnostika

Plasticna posodica z zlicko in
zamaskom z navojem

Perianalni odtis Enterobius Mikroskopski pregled Prozoren lepilni trak nalepimo
vermicularis na objektno stekelce in
posliemo v ustrezni zascitni
embalazi
Blato Strongyloides Kultivacija Plasti¢na posodica z zlicko in
(opomba: stercoralis zamaskom z navojem
obvestiti laboratorij) Molekularna diagnostika
Vaginalni bris, bris uretre, Trichomonas Mikroskopski pregled Epruveta s transportnim
urin — prvi curek, izcedek, vaginalis Molekularna diagnostika gojiscem (CAT broth™)/
ejakulat Sterilna posodica z navojem
Urin Schistosoma Mikroskopski pregled Sterilna posodica z navojem

haematobium

Postrzek rozenice,
kontaktna leca, bris

rozenice, prekatna vodka

(opomba: obvestiti
laboratorij vsaj 1 dan
pred odvzemom)

Acanthamoeba spp.

Kultivacija

Kuznino takoj po odvzemu
cepimo na gojisce Page z
E. coli

Molekularna diagnostika

Kuznino odlozimo v epruveto
s sterilno fiziolosko raztopino

Biopt, aspirat, postrzek

kozne spremembe

Kozna lismanioza

Mikroskopski pregled

Molekularna diagnostika

Sterilna posodica z navojem
ali epruveta, navlazimo

Punktat kostnega mozga, Visceralna Mikroskopski pregled Sterilna posodica z navojem
jeter, vranice, bezgavk, lismanioza Molekularna diagnostika ali epruveta
pogojno kri
Periferna kri Malarija Mikroskopski pregled Razmaz na objektnem
stekelcu
Venska kri Malarija Mikroskopski pregled Epruveta z EDTA

Molekularna diagnostika

Legenda: ST - sobna temperatura
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Koli¢ina vzorca/Cas odvzema

Lokalni prenos

Daljsi prenos

2-5 g ali do 1/3 posodice/
Za mikroskopski pregled najmanj
3 vzorci v razlicnih dneh.
Pred zdravljenjem oz. 3-4 tedne
po njem.

< 30 min sobna temperatura

brez konzervansa

< 2 dni 2-8 °C/ST s konzervansom

£ 24 h 2-8 °C, brez konzervansa

2-5 g ali do 1/3 posodice/Za
mikroskopski pregled najmanj 3 vzorci v
razlicnih dneh. Pred zdravljenjem
0z. 5-6 tednov po njem.

<24 h2-8°C brez
konzervansa

< 2 dni 2-8 °C/ST s konzervansom

< 24 h 2-8 °C, brez konzervansa

Zjutraj pred umivanjem,
4-6 vzorcev v razlicnih dneh

ST

2-5gali do 1/3 posodice/
Za mikroskopski pregled
7 vzorcev v razlicnih dneh

< 15 min sobna temperatura,

brez konzervansa

<4 h 37°C, brez konzervansa

< 24 h 2-8 °C, brez konzervansa

< 30 min ST <4h37°C
<24h2-8°C
Med 12:00 in 15:00 <24h2-8°C
ali celodnevni urin
< 15 min ST <4h37°C
Vec bioptov z roba kozne spremembe <4nhST <24h2-8°C
Vsaj 1 ml <4 h ST <24h2-8°C

Tanek krvni razmaz in debela kaplja krvi/
Odvzem ob napadu mrzlice

Posusen razmaz lahko hranimo na ST do prenosa

Vsaj 1 ml

<15 min ST

<4h2-8°C

<24h2-8°C
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Urska Kramar,! Helena Ribi¢?

Odvzem in transport vzorcev urina
za mikrobioloske preiskave

Urine sample collection and transport for microbiological examination

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: okuzbe secil, urinokultura, odvzem vzorcev urina

Okuzbe secil so, takoj za okuzbami dihal, med najpogostejSimi okuzbami tako v do-
macem kot v bolnisni¢nem okolju in eden od najpogostejsin vzrokov za predpisovanje
antibioti¢nega zdravljenja. Pri odraslih je ocenjena letna incidenca okuzb secil 2-3 %. Z
vidika javnega zdravja je med drugim skrb vzbujajoce naras¢anje odpornosti bakterije
Escherichia coli pa tudi drugih povzrociteljev proti vecini protimikrobnih zdravil. Zlati stan-
dard mikrobioloSke preiskave urinov Se naprej ostaja urinokultura. Najprimernejsi vzo-
rec ob sumu na okuzbo secil je vzorec srednjega curka prvega jutranjega urina. Vecina
vzorcev je odvzetih neinvazivno, a se zaradi spreminjanja strukture prebivalstva pocasi,
a vztrajno povecuje tudi delez drugih nacCinov odvzema. Ob dejstvu, da se tudi obcutlji-
vost mikroorganizmov za protimikrobna zdravila nenehno spreminja in da narasca delez
odpornih bakterij, narasca tudi potreba po mikrobioloski analizi povzrociteljev okuzb in
doloc¢anju obcutljivosti za antibiotike.

ABSTRACT

KEY WORDS: urinary tract infection, urine culture, urine samples

Urinary tract infections are immediately after respiratory infections among the most
common infections and are one of the most common reasons for prescribing antibiotic
therapy. Among adults the estimated annual incidence is 2-3%. From the perspective
of public health we notice a significant rise in the resistance of Escherichia coli as well as
other agents. Urine culture continues to be the golden standard of microbiological pro-
cessing of urine. On suspicion of an urinary tract infection, the most appropriate sample
is taken from the midstream of the first morning urine. Most urine samples are obtained
with non-invasive methods, however with the changes in population structure, other
urin sample collection methods are slowly and steadily on the rise. Due to the fact
that the susceptibility of microroganisms is constantly changing and the proportion of
resistant bacteria is growing, the need for microbiological analysis of infectious agents
and animicrobial susceptibility testing is increasing.

t Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano, Center za medicinsko mikrobiologijo, Prvomajska ulica 1,
2000 Maribor. Korespondenca/correspondence: urska.kramar@nlzoh.si,

2 Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano, Center za medicinsko mikrobiologijo, Gosposvetska 12,
4000 Kranj. Korespondenca/correspondence: helena.ribic@nlzoh.si
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Okuzbe secil so, takoj za okuzbami dihal,
med najpogostejSimi okuzbami tako v do-
macem kot v bolnisni¢nem okolju in eden
od najpogostejsih vzrokov za predpisova-
nje antibioticnega zdravljenja. Pri odra-
slih je ocenjena letna incidenca okuzb se-
¢il 2-3 %. Z vidika javnega zdravja je med
drugim skrb vzbujajoce naras¢anje odpor-
nosti E. coli - pa tudi drugih povzroditeljev
- proti vecini protimikrobnih zdravil (1).

V ZDA je zaradi okuzbe secil vsako leto
pri osebnem zdravniku obravnavanih 7 mi-
lijonov bolnikov, milijon bolnikov pomoc
poisce v ustanovi nujne medicine, sto tiso¢
bolnikov pa se zdravi bolnis$ni¢no. Zaradi
okuzbe secil obisce zdravnika bistveno ve¢
zensk. Tretjina Zensk do 24. leta vsaj enkrat
zboli za okuzbo secil, ki zahteva zdravljenje
z antibiotikom. Polovica vseh Zensk bo vsaj
enkrat v Zivljenju zbolela za okuzbo sedil.
Skupine s povefanim tveganjem za okuzbe
sedil so zlasti novorojencki, nosecnice, sta-
rostniki, bolniki z vstavljenimi katetri, bol-
niki s sladkorno boleznijo, multiplo sklero-
zo in bolniki, okuzeni s HIV. Okuzbe sedil
zaradi vstavljenih urinskih katetrov so naj-
pogostejSe okuzbe, povezane z zdravstve-
no oskrbo, in najpogostejsa oblika okuzbe v
negovalnih ustanovah ter domovih za sta-
rostnike. Letni stroski, povezani z okuzba-
mi secil, v ZDA dosegajo tudi 2 milijardi do-
larjev (2).

Okuzbe secil glede na anatomsko mes-
to delimo na okuzbe spodnjih secil in okuz-
be zgornjih sedil, glede na klini¢ni potek
pa na zapletene in nezapletene. Pri veci-
ni nezapletenih okuzb secil izoliramo ene-
ga povzrocitelja, zapletene okuzbe secil in
okuzbe secil v bolni$ni¢nem okolju pa so
v do 30 % polimikrobne (1). Nezapletene
okuzbe lahko opredelimo kot akutne, spo-
radi¢ne ali ponavljajoce se okuzbe spodnjih
(nezapleteni cistitisi) ali zgornjih secil (ne-
zapleteni pielonefritisi) pri predmenopav-
zalnih Zenskah, ki niso nosece in nimajo
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pomembnih anatomskih ali funkcionalnih
sprememb secil ali socasnih drugih bolez-
ni. Vse druge okuzbe secil Stejemo za zaple-
tene; torej pri moskih, nosecnicah, pri bol-
nikih z boleznimi secil ali z vstavljenimi
trajnimi katetri in/ali s soasnimi drugimi
boleznimi, ki vplivajo na bolnikov imun-
ski odziv (npr. sladkorna bolezen) (3). Ne-
zanemarljiv delez izolatov, ki porastejo po
primarni nacepitvi, lahko pripiSemo one-
snazenju z normalno mikrobioto perineja,
uretre, zunanjega spolovila in vagine ob od-
vzemu. Zato je pomembno, da se vzorci uri-
na odvzemajo in transportirajo v skladu z
veljavnimi smernicami in priporocili (2).

Najpogostejsi povzrocitelj okuzb se-
cil je Escherichia coli, v.domacem okolju
povzroca kar do 90 % okuzb. V prospektivni
raziskavi primerov nezapletenega cistitisa
v Sloveniji je bila Escherichia coli ugotovlje-
nav 69,9 % (4). Vprimeru okuzb, povezanih
z zdravstvom, pa je delez E. coli do 50 %. Med
povzrocitelji po pogostosti sledijo Klebsiella
spp. in Proteus spp. z deleZi do 10 %. Pri bol-
nikih z vstavljenim urinskim katetrom naj-
pogosteje osamimo Proteus mirabilis, med-
tem ko druge enterobakterije osamimo
redkeje, ve¢inoma pri bolnikih, zdravljenih
v bolni$nicah. Manjse deleZe med povzroci-
telji imajo Se Pseudomonas aeruginosa in en-
terokoki. Omeniti moramo Se Staphylococ-
cus saprophyticus, ki je povzroCitelj okuzb
predvsem pri mlajsih Zenskah, in sicer v
5 do 20 %, v raziskavi v Sloveniji je dosegel
11 % (4). Streptococcus agalactiae izoliramo
pri osebah z asimptomatsko bakteriurijo
ter pri okuzbah pri starostnikih, nosecni-
cah in imunsko oslabljenih bolnikih. Med
oportunisticnimi mikroorganizmi prevla-
dujejo Aerococcus spp., najpogosteje A. uri-
nae, Corynebacterium urealyticum in Actino-
baculum schaalii (1).

ODVZEM VZORCEV
Kljub uvajanju novih pristopov pri prei-
skavi in vrednotenju rezultatov mikro-
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bioloske preiskave urinov urinokultu-
ra e naprej ostaja zlati standard. Urin je v
osnovi sterilna telesna tekocina (5). Vzo-
rec lahko odvzamemo na razli¢ne naci-
ne. NajpogostejSi je odvzem srednjega
curka urina ob spontanem mokrenju. Pri
majhnih otrocih odvzamemo urin v vrec-
ko z zbiralnikom ali brez njega, sicer pa
lahko urin glede na klini¢no stanje bolni-
ka odvzamemo tudi z enkratno katetriza-
cijo, iz stalnega katetra, iz urostome, ure-
terostome, nefrostome, ob cistoskopiji, s
suprapubi¢no punkcijo ali vzamemo izpi-
rek se¢nega mehurja. Ob sumu na prosta-
titis urin odvzamemo pred masaZo pros-
tate in po njej (6). Ce je le mogoce, vzorec
odvzamemo pred zacetkom zdravljenja z an-
tibiotikom.

Odvzem srednjega curka urina
po metodi ¢istega mokrenja
Vecina vzorcev pri odraslih bolnikih je
odvzeta neinvazivno, s spontanim mo-
krenjem. Najprimernejsi in najpogoste;jsi
vzorec je odvzem srednjega curka prvega
jutranjega urina po metodi Cistega mo-
krenja. Pred oddajo vzorca je potrebno
bolniku razloZiti, kako naj urin odda. Ce
bo vzorec oddal doma, je zazeleno, da mu
priskrbimo tudi pisna navodila. Mnenja o
c¢iscenju spolovila pred odvzemom so sicer
deljena, a nekatere raziskave potrjujejo,
da s ¢is¢enjem spolovila zmanjsamo delez
kontaminacij (2). Pri Zenskah je za ¢isce-
nje priporocljivo uporabiti dva mokra in
en suh zloZenec. Cistimo z enkratnim po-
tegom z zlozenci oziroma gazo. Pri mos-
kih je med ¢is€enjem treba potegniti nazaj
prepucij, pri Zenskah parazmakniti sram-
ni ustnici in distiti od spredaj nazaj. Pred
odvzemom urina se mora spolovilo posu-
Siti. Po ¢iscenju bolnik prvo tretjino urina
spusti v stranisce ali no¢no posodo, nato
brez prekinitve uriniranja 5-10 ml urina
prestreZe v sterilno urinsko posodico na
zaklop ali navoj, ki neprepustno tesni (5).

Odvzem urina s katetrom

in iz katetra

Kadar neinvazivni odvzem ni mogo¢, je
potrebna katetrizacija bolnika. Ta je lah-
ko enkratna, kadar bolnik ne more odva-
jati urina spontano ali kadar ne sodeluje.
V primeru enkratne katetrizacije ocisti-
mo uretralno podrodje, kateter uvedemo
asepti¢no, nato priblizno 15 ml urina zavr-
Zemo. Priblizno 10 ml urina za analizo pa
zberemo v sterilno posodico (5).

Pri bolnikih s kratkotrajnim ali trajnim
katetrom urin odvzamemo iz porta. Ce por-
ta ni, ga odvzamemo iz cevke katetra. Mes-
to odvzema vzorca razkuzimo. Asepticno s
sterilno iglo na brizgi aspiriramo priblizno
10 ml urina in ga prenesemo v sterilno po-
sodico (7).

Konica urinskega katetra ni primerna
za mikrobiolosko preiskavo, enako velja za
odvzem urina iz zbirne vrecke, zato taksne
vzorce v mikrobioloskem laboratoriju pra-
viloma zavrnemo (8).

Pri bolnikih s trajnim urinskim ka-
tetrom obstaja velika verjetnost, da je v ka-
tetru biofilm, iz katerega se sproscajo bak-
terije ali glive, ki niso nujno povzrocitelji
okuzbe. Zato v primeruy, da je vstavljen vec
kot dva dni, kateter pred odvzemom vzorca
zamenjamo. Vzorec vzamemo takoj po me-
njavi iz novega katetra (8).

Odvzem s suprapubi¢no
aspiracijo

Suprapubicna aspiracija (SPA) je invazivna
metoda, s katero dobimo vzorec neposred-
no iz se¢nega mehurja in pokaze dejansko
Stevilo mikrobov v mehurju. S perkutano
punkcijo s sterilno iglo in brizgalko aspi-
riramo urin iz mehurja in ga prenesemo v
sterilno posodico ali pustimo v brizgalki.
Postopek izvedemo asepticno. Pred izved-
bo se priporoca ultrazvocéni pregled napol-
njenosti secnega mehurja. Urin, odvzet s
SPA, je primeren tudi za preiskavo na ana-
erobne bakterije.
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V primerjavi z drugimi nacini SPA za-
gotavlja najmanj lazno pozitivnih rezulta-
tov, vendar za preiskovanca ni povsem brez
nevarnosti. Opisani zapleti pri SPA (preho-
dna hematurija, perforacija crevesja) so si-
cer redki, vendar Ze invazivnost metode po
mnenju mnogih omeji njeno uporabnost
na primere, kjer nas neinvazivne metode
pustijo v diagnosti¢nem dvomu (na primer
pri novorojenckih in majhnih otrocih) (9).

Odvzem urina pri bolniku

z nefrostomo, cistostomo

in urostomo

Pri bolnikih z zaporo se¢nih poti, s fistu-
lo ali zaradi kaksnih drugih razlogov se
lahko uporabijo zacasne ali trajne resit-
ve za odvod urina. Med njimi so nefrosto-
ma, cistostoma, urostoma (ilealni kanal).
Pri odvzemih vzorcev urina v navedenih
primerih postopek izvedemo asepticno -
uporabljamo sterilne rokavice in aseptic-
no tehniko. Vzorcev urina ne jemljemo iz
zbiralne (nefrostomske, cistostomske ali
urostomske) vrecke ali iz obposteljne dre-
nazne vrecke.

Nefrostoma je perkutano ali kirursko
narejena odprtina med votlim sistemom
ledvice in povrSino telesa. Nefrostomski
kateter v ledvenem predelu vstopa vledvic-
ni meh in zagotavlja zacasno ali trajno dre-
nazo urina v primerih, ko je zapora secne
poti nizje od ledvice (10).

Odvzem urina opravimo asepticno. Iz
nefrostomske cevke snamemo vrecko. Ko-
nec cevke pobriSemo z razkuzilom in po-
cakamo, da se posusi. Urin odvzamemo iz
nefrostomske cevke, ki jo po potrebi pred-
hodno pobrizgamo s sterilno fiziolosko raz-
topino. Cevke nikoli ne aspiriramo, ampak
pustimo, da urin spontano iztece. Prvih ne-
kaj kapelj pustimo odteci na sterilno gazo.
Najmanj 10 ml urina odvzamemo v sterilno
posodico (11,12).

Cistostoma je cevka, ki je skozi trebus-
no steno vstavljena neposredno v secni me-
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hur. Uporabljamo jo v primerih, ko zaradi
razli¢nih razlogov ni mogoce vstaviti stal-
nega urinskega katetra, ker je zapora urinav
secnici, vratu senega mehurja ali v predelu
prostate. Za odvajanje urina iz mehurja se
lahko, kot alternativa stalnemu uretralne-
mu katetru, uporablja suprapubicni kate-
ter - cistofix. Lahko se vstavi kot zacasni ali
trajni ukrep pri bolnikih z disfunkcijo secil
ali Ce je zacetna vstavitev uretralnega ka-
tetra ali rekateterizacija problemati¢na. Po-
dobno kot pri uretralnem katetru se biofil-
mi lahko tvorijo Ze po 48 do 72 urah, zato je
treba pred odvzemom vzorca kateter, ki je
namescen dalj Casa, zamenjati in Sele nato
odvzeti vzorec v sterilno, za to namenjeno
posodico (13).

Pri urostomi je urin speljan po umetni
poti na trebusno steno, kjer prosto odte-
ka. Poseg je najveckrat posledica maligne-
ga obolenja se¢nega mehurja, ki ga v celoti
odstranijo in naredijo novega iz dela tan-
kega ali debelega Crevesa, ki ga vsijejo kot
premostitveno cev. Cevka je na enem kon-
cu spojena s seCevodoma, na drugem pa iz-
peljana na koZo kot urostoma. Obicajno je
izpeljana na desnem spodnjem delu trebu-
ha, kjer sec stalno izteka. Nadomesca secni
mehur in secnico. Ugotavljanje okuzbe iz
vzorca urina je teZavno, ker je sluznica tan-
kega Crevesja praviloma poseljena z mikro-
bi, predvsem bakterijami. Vzorcev urina ne
jemljemo iz urostomske vrecke ali obpos-
teljne drenazne vrecke. Pri bolnikih z eno-
delnim sistemom vreck tega odstranimo,
odvzamemo vzorec in namestimo novo
vrecko. Pri bolnikih z dvodelnim sistemom
vreck lahko izbiramo med slede¢ima mo-
znostma: urostomsko vrecko odstranimo,
odvzamemo vzorec v zbiralno vrecko in
vrecko ponovno namestimo. Ali pa sistem
urostomske vrecke popolnoma odstrani-
mo, odvzamemo vzorec in namestimo novo
vrecko.

Vzorec iz urostome lahko odvzamemo
z namestitvijo zbiralne vrecke ali z enkra-
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tno katetrizacijo. Stomo ocistimo s Cistil-
no raztopino s kroznimi gibi od odprtine
navzven. Osusimo s sterilno gazo. Namesti-
mo zbiralno vrecko ali pa urin odvzamemo
asepticno s katetrom. Kateter pred uporabo
premazemo z vodotopnim lubrikantom. Ce
uporabimo enolumenski ravni kateter, ko-
nico katetra vstavimo 5-7,5 cm globoko (do
rezervoarja seca), pri dvolumenskem ka-
tetru pa priblizno 2,5-5 cm globoko. Kateter
vstavljamo nezno in nikoli ne uporabljamo
sile. Ce zaznamo upor, kateter nezno zavr-
timo, dokler ne zdrsne naprej. Drzimo ga v
tem poloZaju in pocakamo, da urin spon-
tano iztece. Zberemo 3-5 ml urina, kar obi-
¢ajno traja 5 do 15 minut. Po odvzemu sto-
mo in okolisko koZo ocistimo in posusimo.
Namestimo novo vrecko. Najnatancnejsa je
metoda odvzema z uporabo sterilnega ka-
tetra z dvojnim lumnom, vstavljenega ne-
posredno v stomo (14).

Cekatetranimamo na voljo,urin odvza-
memo s spontanim odtekanjem. Predel v
okolici stome o€istimo z zloZencem, navla-
Zenim s sredstvom za CiSCenje (priporocajo
se povidon-jod, klorheksidin, milo in voda).
Cistimo s kroznimi gibi od stome navzven,
nato obriSemo Se s sterilnim zloZencem.
Pustimo, da nekaj kapelj urina odtece (uja-
memo Vv sterilno gazo) in nato podstavimo
sterilno posodico. Zbiranje urina obicaj-
no traja 5 do 10 minut. Po zbiranju stomo
ponovno ocistimo in obriSemo s sterilnim
zloZencem (14).

Odvzem pri majhnem otroku

Odvzem urina pri otrocih je odvisen od
starosti. Ce je mogoce, izberemo meto-
do Cistega mokrenja. Pri novorojenckih in
mlajsih otrocih pa je odvzem urina pogos-
to izziv. Ceprav je enkratna katetrizacija
najprimernejsa metoda, s katero pridobi-
mo primeren vzorec in se izognemo kon-
taminaciji, ima odvzem urina z vrecko z
zbiralnikom ali brez njega Se vedno po-
memben in nezanemarljiv delez. Odvzem

urina v vrecko je neinvaziven poseg z ve-
liko moznostjo kontaminacije vzorca z
uretralno in periuretralno mikrobioto.
Pri odvzemu z zbiralnikom ujamemo zad-
nji curek urina, s tem se moznost konta-
minacije zmanjsa. Predel zunanjega spo-
lovila in koZo v okolici temeljito ocistimo.
Koza okrog spolovila mora biti suha, ne
smemo je namazati s kremo, da se vrec-
ka po namestitvi ne odlepi. Sterilno vrec-
ko namestimo tako, da pokrije spolovilo.
Vrecka ne sme biti namescena vec kot eno
uro, e otrok v tem ¢asu ne urinira, mora-
mo namestiti novo. Urina iz vrecke ne pre-
livamo, ampak vrecko neprodusno zale-
pimo in vstavimo v sterilno posodico za
odvzem. Analiza urina, odvzetega z vrec-
ko, naj biv kar 63 % podala lazno pozitivne
rezultate (15). Zato so komunikacija in so-
delovanje naro¢nika in mikrobioloskega
laboratorija ter vrednotenje dobljenih re-
zultatovizrednega pomena.

Odvzem prvega curka urina

K odvzemu urina se zatekamo tudi pri
dokazovanju povzrociteljev spolno pre-
nosljivih bolezni. Odvzamemo prvi curek
prvega jutranjega urina, sprejemljiv je
tudi prvi curek urina, odvzet najmanj 2-3
ure po mokrenju. V prvem curku urina je
koncentracija povzroditeljev najvedja, zato
je pomembno, da zajamemo prav ta del.
Urin odvzamemo v temu namenjeno ste-
rilno posodico. Odvzamemo vec kot 15 ml,
anajvec polovico posodice (16).

Komercialna gojisc¢a za
kultivacijo bakterij iz urina

V vsakodnevni mikrobiolo§ki diagnostiki
okuzb secil se uveljavljajo tudi metode na-
cepitve urina na komercialna gojisca raz-
liénih proizvajalcev, kot so: Uritest, Uri-
cult, Uriline in druga. Treba je poudariti,
da je ta metoda orientacijska, semikvanti-
tativna. Na nosilec, ki je pritrjen na zama-
Sek v plasti¢nem tulcu, je nanesenih ve¢
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vrst gojis¢ (obicajno 2 do 3). Najvelkrat sta
to CLED-agar (gojisce, na katerem raste-
jo po Gramu pozitivne in po Gramu nega-
tivne bakterije) in MacConkey-agar (se-
lektivno gojisce za bakterije, negativne po
Gramuy), lahko je dodano Se gojisce za bak-
terijo Escherichia coli. Obicajno te preiska-
ve opravi osebje v biokemijskih laborato-
rijih ali zdravstveno osebje, ki obravnava
bolnika, tako da urin prelijejo po plos¢iciz
gojiscem, ki se nato inkubira. Po predpisa-
nem casu (obi¢ajno 16-24 ur) ocenijo Stevi-
lo kolonij po prilozeni shemi proizvajalca.
Ce ocenijo, da je rezultat preiskave poziti-
ven, posljejo ploscico vnadaljnjo preiskavo
(osamitev, identifikacijo in antibiogram)
v mikrobioloski laboratorij. Taksen pri-
stop ima nekatere slabosti. Testi bi morali
biti pred uporabo preverjeni in vkljuceni v
sheme preverjanja kakovosti. Stevila CFU/
ml mikrobiolo$ki laboratorij v izvidu ne
sporoca, saj je Stevilo kolonij CFU/ml tre-
ba oceniti po dolocenem ¢asu in po shemi,
kiju dolodi proizvajalec, kar ob sprejemu v
mikrobioloski laboratorij ni izvedljivo. V
mikrobioloskem laboratoriju s pregledom
gojis¢ ocenimo, ali je vzorec primeren za
nadaljnjo obdelavo. Posamezne morfolo-
$ko razli¢ne kolonije precepimo, da dobi-
mo &isto kulturo, iz katere nato izvedemo
nadaljnje teste (17).

OZNACEVANJE VZORCEV IN
IZPOLNJEVANJE SPREMNEGA
LISTA ZA MIKROBIOLOSKO
PREISKAVO

Posodico z vzorcem opremimo s podatki
o bolniku in z datumom ter uro odvzema.
Pred posiljanjem preverimo, ali je posodi-
canepredusno zaprta. Z razlitjem je vzorec
lahko izgubljen, zaradi kontaminacije pa
predstavlja tudi nepotrebno izpostavlje-
nost laboratorijskih delavcev mikrobom.
Prav tako je za ustrezno obravnavo in ob-
delavo vzorca treba navesti, katero prei-
skavo Zelimo naroditiin za kaksen odvzem
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gre: navedemo nacin odvzema in ali smo
odvzeli prvi ali srednji curek urina. Inter-
pretacijarezultatov preiskave se prirazlic-
nih nacinih odvzema pomembno razliku-
je, na primer pri odvzemu srednjega curka
urina je interpretacija drugacna kot pri
urinu, odvzetem z enkratno katetrizaci-
jo, in drugac¢na kot pri urinu, odvzetem iz
trajnega katetra (2).

PRENOS VZORCEV

Ce se prenos vzorcev urina in komercial-
nih gojis¢ (Uricult in druga) do laboratorija
opravi znotraj 2 ur, jih lahko posiljamo na
sobni temperaturi, sicer vzorce do preno-
sa hranimo v hladilniku pri 4 °C, za prenos
uporabimo hladilno torbo. Cas od odvze-
ma do sprejema vzorca v mikrobioloski la-
boratorij ne sme biti daljsi od 24 ur (6).

KRITERIJI ZA

ZAVRNITEV VZORCEV

Pomembni kriteriji, ki bistveno vplivajo
na obdelavo in kon¢ni rezultat preiskave
in jih je nujno treba upostevati, so vseka-
kor tudi nacin in ustreznost odvzema do-
locene kuznine ter hranjenje in/ali prenos
kuzZnine.Prinepravilnemodvzemualipre-
vozu vzorca nikoli ne zavrzemo, dokler se z
naro¢nikom ne dogovorimo, ali je mogoc
ponoven odvzem. Zavrnitev vzorca in raz-
loge vedno zapiSemo. Posiljatelja obvesti-
mo in vzorce teoreti¢no zavrnemo, kadar v
obdelavo prejmemo vzorce brez spremne-
ga lista ali nepopolno izpolnjene spremne
liste, na katerih manjkajo bistveni podat-
ki o bolniku ali posiljatelju, oziroma kadar
se podatki na embalaZi z vzorcem in spre-
mnem listu ne ujemajo, ni pa jih mogoce
pridobiti naknadno od posiljatelja. Ravno
tako zavrnemo vzorce, pri katerih je poso-
dica s kuznino pomanjkljivo oznacena in
manjkajo podatki o bolniku ali odvzemu,
kar onemogoca zanesljivo ugotavljanje
istovetnosti. Neprimerni so tudi vsi vzorci
urina, odvzeti pred vec kot 24 urami, tudi
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Cesobilishranjenipri4 °C,in vzorci urina,
poslani na preiskavo na anaerobne bakte-
rije, Ce niso odvzeti s suprapubi¢no punk-
cijo, v tem primeru v laboratoriju opravi-
mo le preiskavo na aerobne bakterije. Prav
tako zavrnemo kuznine, ki so se razlile ali
so poslane v nesterilni, neustrezniali pos-
kodovaniembalazi (2).

Nepravilnosti pri odvzemu in prenosu
vzorcev lahko pomembno vplivajo na re-
zultate mikrobioloskih preiskave, ogrozeno
je lahko tudi zdravstveno osebje, ki opravlja
analize, zato vzorce, ki ne ustrezajo uveljav-
ljenim mikrobioloskim standardom, pravi-
loma zavrnemo (4).
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